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RESUMEN

La deteccién de L.monocytogenes en alimentos como las salchichas, reviste
gran importancia por los diversos brotes de enfermedad que han ocasionado
hospitalizaciones, abortos y fallecimientos y que han sido asociados al consumo
de Hot-dogs. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de empaque y
temperatura de almacenamiento en la supervivencia de Listeria monocytogenes
en salchichas producidas artesanal. Para cual las salchichas producidas para la
realizacion de esta investigacion fueron inoculadas artificialmente con cepa de
Listeria monocytogenes ATCC13932 a una concentracion equivalente a
100UFC/mL. Luego fueron empacadas a vacio y a granel y almacenadas a las
temperaturas de 25°C y 5°C.Durante los periodos de tiempo de 0,1,2,4,8,16 y
32 dias. Para la deteccion y cuantificacion de la bacteria se utilizd la
metodologia tradicional del BAM online cap. 10. 2011. La identificacion
bioquimica mediante API Listeria, prueba CAM y fermentacion de azucar.El
procesamiento de la informacion se realiz6 mediante el paquete estadistico
SPSS para Windows v10, el analisis de varianza (ANOVA) determind
diferencias significativas a un nivel de confianza de 95 % en los grupos, y
prueba Tukey para conocer entre cuales grupos existio la diferencia y para
determinar la relacion entre el crecimiento de L.monocytogenes y el tiempo de
almacenamiento se utiliz6 el modelo estadistico Racional Curve Expert v2.2.
Los resultados demostraron que las condiciones de almacenamiento y
empaque especificadas en este estudio, no fueron limitantes para evitar la
supervivencia y crecimiento de Listeria monocytogenes, ademas el crecimiento
se mantuvo durante la vida util establecido para este producto. Concluyéndose
gue los alimentos deben ser elaborados observando las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) y la implementacién del sistema de control de puntos
criticos de control (HACCP).
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1.0 INTRODUCCION

La listeriosis transmitida por alimentos es una enfermedad relativamente poco
comun, pero grave, con tasas de letalidad altas (20-30%), comparadas con las

de otros microorganismos patogenos. (FAO/OMS, 2004).

La bacteria responsable, Listeria monocytogenes se encuentra ampliamente
distribuida en la naturaleza donde puede sobrevivir por largos periodos de
tiempo. El mayor peligro como fuente de contagio para el hombre son los
alimentos listos para el consumo, especialmente los que se conservan
refrigerados por periodos prolongados. En la industria alimentaria el patégeno
sobrevive a los procesos de limpieza e higienizacion por su capacidad de
formar biofilm sobre superficies de trabajo y equipos, contaminando los

alimentos que alli se procesan. (Schébitz, 2009).

Una de las mayores preocupaciones en seguridad de alimentos es la
recontaminacion de productos listos para consumir (LPC) o en alimentos
precocidos que hayan tenido algun tratamiento térmico, como es el caso de
salchichas tipo Hot-dog que en 1998 origind uno de los brotes méas grandes
ocurridos en la historia. El resultado 15 adultos muertos, 6 abortos y mas de 1

millon de libras de producto retirado del mercado. (Cutter, 2003).

Entre los ultimos brotes de listeriosis ocurridos destacan por su importancia el
gue tuvo lugar en Canada en el 2008. El brote se origind en la fabrica Maple
Leaf Foods. Se cree que alrededor de 220 productos presentaron
contaminacion de L.monocytogenes dando lugar a 57 casos de listeriosis y 23
decesos. (CIDRAP News, 2008).
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Considerando que las salchichas para Hot-dogs han sido catalogado como un
alimento de riesgo por el numero de brotes en los que han estado implicados y
cuyo agente causal ha sido Listeria monocytogenes. La capacidad que
manifiesta esta bacteria para sobrevivir durante periodos de tiempo
prolongados aun en condiciones adversas en el ambiente y en el interior o
superficie del alimento; asi como crecer a temperaturas muy bajas (2 a 4°C).
(Figuera, 2005).

Este estudio tuvo como finalidad evaluar el efecto del empaque y temperatura
de almacenamiento en la supervivencia de Listeria monocytogenes en

salchichas producidas en una planta artesanal situada en Apopa.

Para lo cual las salchichas fueron contaminadas artificialmente con dilucion
10° UFC/mL (equivalente a 100 UFC/mL) de una cepa de Listeria
monocytogenes ATCC13932, luego fueron empacadas a granel y vacio y

almacenadas a temperaturas de 5°C vy 25°C.

La frecuencia para las determinaciones analiticas, fueron establecidas
tomando en consideracion el tiempo que transcurre desde su elaboracion hasta
el momento en el cual se observo pérdida de caracteristicas sensoriales lo que

indic6 la caducidad de los productos.

Obteniéndose que bajo las condiciones de almacenamiento especificadas en
este estudio para las salchichas de Hot-dogs, el empaque a vacio y granel y las
temperaturas de 25 y 5°C no fueron limitantes para la supervivencia y
crecimiento de Listeria monocytogenes, manteniéndose durante el periodo de

vida util del producto.

Demostrandose que los alimentos deben ser elaborados observando las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM) ya que Listeria monocytogenes puede
sobrevivir y permanecer viable hasta el momento en que el producto sea

consumido aun mantenidas en condiciones adecuadas de almacenamiento.
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Por lo que se reafirma la importancia de cumplir con los principios Generales
del CODEX, que especifican que quienes se dedican a la elaboracion de
alimentos deben controlar los peligros alimentarios mediante el uso de sistemas
de gestion de la calidad como el Andlisis de Riesgos y Control de Puntos
Criticos (HACCP). Para obtener alimentos que no pongan en riesgo la salud de

los consumidores.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del empaque y temperatura de almacenamiento en la

supervivencia de Listeria monocytogenes en salchichas artesanales.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Comprobar el grado de cumplimiento de las Buenas Practicas de
Manufactura en la planta artesanal procesadora de las salchichas

utilizadas para la investigacion.

2.2.2 Evaluar el efecto del, empaque a vacio y granel en temperaturas
de almacenamiento de 5 y 25°C en la supervivencia de Listeria

monocytogenes en salchichas.

2.2.3 Determinar la relacion entre la cantidad de Listeria monocytogenes
y el tiempo de duracion de las salchichas mantenidas a

temperatura ambiente y en refrigeracion.

2.2.4 Verificar los cambios de humedad y pH de las salchichas en los

diferentes tiempos y condiciones de almacenamiento.

Hipotesis:
En salchichas producidas para la investigacion, el empaque al vacio y
temperatura de almacenamiento de refrigeracion de 5°C inhibe el crecimiento

de Listeria monocytogenes durante su vida util.
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3.0 MARCO TEORICO
Antecedentes de la Industria Carnica en El Salvador

La industria carnica salvadorefia se remonta a principios del siglo XIX tiempo
durante el cual se trabajaban los embutidos de una forma totalmente artesanal,
uno de los lugares pioneros en la produccidn de estos es la ciudad de

Cojutepeque.

Con el tiempo esta industria fue tomando auge de tal forma que se convirtio de
una forma artesanal a una mas industrializada principalmente en el area

metropolitana. (Avalos, 2003).

La oficina de Inspeccion de productos de origen animal del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (IPOA) y la Asociacion Salvadorefia de Industriales
Céarnicos (ASICARNE), contabilizan once empresas procesadoras vy
comercializadoras debidamente registradas, las cuales generan segun la
temporada (diciembre) una produccion de 544000 a 680000 Kilogramos de
embutidos mensualmente, lo que representa una produccion anual promedio
alrededor de 7630 TM. Estimandose, ademas, la existencia de

aproximadamente 1000 embutidoras artesanales.

Con la apertura de los Tratados de Libre Comercio (TLC), la industria carnica
Salvadorefia se ve en la necesidad de mejorar sus estructuras organizativas,
procesos de produccion, comercializacién, vy distribucién de sus productos,
para cumplir con los requisitos de calidad exigidos, y demostrar que se cuenta
con un sistema de trazabilidad de los lotes producidos. Para poder incursionar
a otros mercados. (Avalos, 2003).
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PROPIEDADES DE LA CARNE Y LOS PRODUCTOS CARNICOS

La carne es un excelente medio de cultivo para toda clase de microorganismos
debida a la elevada cantidad de nutrientes, pH cercano a la neutralidad (6 — 6.5)
y una actividad de agua igual o superior a 0.98. Bajo estas condiciones,
practicamente todos los microorganismos son capaces de crecer, incluidos los

patdgenos. (Mouwen, 2009).

Durante los procesos de obtencion de la carne, ésta puede contactar con la piel
de los animales sacrificados, su contenido estomacal y entérico, el
equipamiento y utensilios del establecimiento, las manos y ropas de los
operarios, el agua utilizada para el lavado de la canal y del equipo, el aire de las
zonas de procesado y de almacenamiento. Consecuencia de ello es la
presencia de células microbianas en la superficie de la canal, en superficies de

musculo y grasa previamente estériles.

La flora inicial en el momento del sacrificio es muy amplia, procediendo bien de
las superficies y tracto gastrointestinal del animal (Bacillus, Clostridium,
Brochothrix, Enterococcus, Enterobacteriaceae, lactobacilos, etc.), o del hombre
(Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus), o bien del entorno
(Pseudomonas, Psychrobacter, Aeromonas, levaduras).

Sin embargo, el almacenamiento a bajas temperaturas seleccionara un grupo
limitado de microorganismos aerobios psicrotrofos, especialmente
microorganismos de los géneros Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter y
Psychrobacter. Entre las bacterias que pueden poner en peligro la salud publica
se encuentran los patdogenos Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica, Campylobacter spp, Clostridium perfringens y

Listeria monocytogenes. (Mouwen, 2009).
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Es por ello que, desde el momento del sacrificio hasta la llegada del producto
final al consumidor, deben mantener una serie de condiciones que impidan el
crecimiento de microorganismos patégenos y retrasen al maximo el crecimiento
de otros que, sin serlo, pueden alterar las caractereristicas organolépticas o la
apariencia del producto, o ambas cosas a la vez, haciéndolo inaceptable para
su consumo y que ademas pueda significar un riesgo para la salud del
consumidor. (SENASICA).

El Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) define a los
embutidos como: Productos elaborados en base a una mezcla de carne de res
ylo carne de cerdo, adicionada o no de despojos comestibles, grasa de cerdo,
condimentos, especias y aditivos alimentarios, uniformemente mezclados, con
agregados o no de sustancias aglutinantes y/o agua helada o hielo, introducidas
en tripas naturales o artificiales y sometidas o0 no a uno o mas de los procesos

tecnoldgicos de curado, coccion y ahumado. (NSO. 67.02.13:98)
CLASIFICACION DE EMBUTIDOS

Existe una gran variedad de productos carnicos llamados “embutidos”. Una
forma de clasificarlos desde el punto de vista de la practica de elaboracion,
reside en referir al estado de la carne al incorporarse al producto. En este

sentido, los embutidos se clasifican en:

Embutidos crudos: aquellos elaborados con carnes y grasa crudos, sometidos
a un ahumado o maduracion. Por ejemplo: chorizos, salchicha desayuno,

salames.

Embutidos escaldados: aquellos cuya pasta es incorporada cruda, sufriendo
el tratamiento térmico (coccidén) y ahumado opcional, luego de ser embutidos.
Por ejemplo: mortadelas, salchichas tipo Frankfurt, jamoén cocido, etc. La

temperatura externa del agua o de los hornos de cocimiento no debe pasar de
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75 - 80°C. Los productos elaborados con féculas se sacan con una temperatura
interior de 72 - 75°C y sin fécula 70 - 72°C.

Embutidos cocidos: cuando la totalidad de la pasta o parte de ella se cuece
antes de incorporarla a la masa. Por ejemplo: morcillas, paté, etc. La
temperatura externa del agua o vapor debe estar entre 80 y 90°C, sacando el
producto a una temperatura interior de 80 - 83°C. (OEA/GTZ, 2003).

Salchicha

Es el embutido elaborado en base a una carne de res, de cerdo o de aves de
corral, como constituyente principal, y de otros animales de consumo
autorizado, grasa de cerdo, sustancias aglutinantes, agua o hielo, especias y
aditivos alimentarios; adicionada de hortalizas, hierbas aroméaticas y otros
vegetales crudos o cocidos, autorizados por el organismo competente;
adicionada o no de trozos de grasa dura de cerdo, que permanecen enteros
distribuidos en la mezcla anterior, sometida a coccion; y sometida o no a los

procesos de curado y ahumado. (Romano, 2012).

Los “Frankfurters” (llamadas también “hot-dog”, salchicha de Viena o
mortadela) son salchichas completamente cocidas y/o ahumadas de acuerdo a
los estandares federales de identidad. Los estandares federales de identidad
describen los procedimientos que los procesadores deben seguir al formular las
recetas y poner al mercado los productos de carne, ave y huevos. Los
productos terminados tienen forma de extensores y vienen en todos los

tamanos (cortos, largos, delgados y gruesos). (USDA).

La categoria mas popular de todas es la variedad sin pellejo que son las que
sus fundas han sido peladas después de cocidas. Se puede usar hielo o agua,
o ambos, para facilitar la molienda, la mezcla o la disolucién de los ingredientes

del curado. Los productos acabados no deben contener méas de 30 % de grasa,
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ni 10 % de agua, o no mas de una combinacion de 40 % de grasa y agua
afiadida. Se puede usar un maximo de 3.5 % de aglutinantes y extensores no
carnicos (tales como leche sin grasa en polvo, cereal o leche entera en polvo) o
se puede usar 2 % de proteina de soya aislada pero deben ser mencionado en

la etiqueta por su nombre comun en la lista de ingredientes. (USDA).

Procesos involucrados en la elaboracion de salchicha

El proceso de elaboracion de la salchicha, es una secuencia de eventos en la
cual cada paso es una parte integral de todo el proceso, por lo tanto es poco
practico considerar cada paso por separado o dar mas importancia a una sola

parte del proceso.

Molido: Los trozos de musculo de diferentes tamafios y formas, y con diferente
composicién en grasa y tejido conectivo son molidos o cortados hasta lograr la
formacién de particulas de tamafio uniforme. El grado de molido dependera del
tipo de producto que se quiera obtener. (Armenta, 2006).

Mezclado: El mezclado se lleva a cabo en una cortadora (cutter) en la cual se
conjugan los procesos de molido, formacién de la emulsién e incorporaciéon del
resto de ingredientes. El tipico procedimiento consiste en picar los trozos de
carne agregandole a su vez cierta cantidad de sal (hasta un 4% en algunos
casos), para lograr una buena extraccién de proteinas miofibrilares y asi poder
lograr una buena estabilidad de emulsion y un buen gel. Durante todo el
proceso de mezclado, la temperatura no debe de exceder los 10-12°C para
mantener la funcionalidad de dichas proteinas. Para lograr este fin, el proceso
debe de realizarse en cuartos frios y/o con la adicién de hielo (que también
tiene la finalidad de ajustar la humedad del producto). Posteriormente el resto
de los ingredientes son agregados. Durante el mezclado se deben evitar que el

tiempo de cortado exceda los 3-4 minutos, lo que ocasionaria la formacion de
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fracciones pequeias de proteina que no presentaran funcionalidad, pudiéndose
presentar la separacion de fases (rompimiento de la emulsién) durante el
cocinado.

Una vez que la emulsién ha sido formada la pasta se encuentra en un punto
critico. EI manejo excesivo, y/o el aumento de temperatura, y/o demoras de
tiempo entre el siguiente proceso pueden reducir su estabilidad. (Armenta,
2006).

Embutido: La pasta o0 masa cruda es un producto intermedio que a través del
tratamiento por calor adquiere las caracteristicas del producto final. Para el
proceso de calentamiento la masa, que es viscosa y posee capacidad para fluir,
requiere de una funda que es la que determina la forma final del producto.

Para el proceso de embutido existen dos tipos de embutidoras, las de piston y
la continua, siendo la primera la mas comun. Esta consiste esencialmente de un
barril o cilindro el cual tiene un plato movible que es empujado generalmente
por la presion del aire e impulsa la masa a través del barril, para luego pasar al
cuerno de embutido cuyo tamafio dependera del tipo de funda que se vaya a
utilizar.(Armenta, 2006).

Seccionado y amarrado: Una vez que la pasta ha sido embutida dentro de la
funda, ésta es seccionada en tramos de 10-12 cm con grapas de metal o tiras
de cafamo. En el caso de salchichas pequefas, como la tipo Frankfurt, la
division de las salchichas se logra girando la funda para lograr la divisién de la
misma y asi formar la salchicha. Esta operacion se puede realizar a mano o

mecanicamente. (Armenta, 2006).

Tratamiento térmico: La finalidad del tratamiento térmico es: 1) consolidar la
estructura proteica caracteristica del embutido, 2) disminuir la carga bacteriana

al producto, 3) conferirle las caracteristicas sensoriales deseadas.
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Este tratamiento térmico se puede realizar de dos maneras, usando agua como
medio de transferencia de calor o aire humedo.

Para el proceso de horneado se recomienda un calentamiento escalonado para
evitar la subita desnaturalizacion de las proteinas, lo cual traeria como
consecuencia una peérdida de su funcionalidad debido a su agregacion. Durante
el proceso de horneado se pueden distinguir dos grandes etapas: la primera es
lograr una temperatura interna del producto de 54-55°C para lograr una buena
gelificacion y la segunda es la de lograr una temperatura interna de 72°C con el

fin de obtener un producto pasteurizado. (Armenta, 2006).

Enfriamiento y empacado: Después del tratamiento térmico el producto se
sumerge en agua fria para después pasarse al almacenamiento en
refrigeracion. El proceso de enfriado tiene como finalidad, 1) la formacion de un
mejor gel y por ende de un mejor producto y 2) para lograr un choque térmico
realizando con esto el proceso de pasteurizacion. Después que las salchichas
han sido apropiadamente enfriadas, la funda de celulosa es removida, proceso
conocido como “pelado”. Las salchichas una vez peladas se ponen en paquetes
de peso variable, lo cual estara en funcion de la presentacién del producto y de

las especificaciones del fabricante. (Armenta, 2006).

ALTERACIONES DE LOS PRODUCTOS CARNICOS

Se considera como micro biota alterante a aquellos microorganismos que al
crecer sobre los alimentos degradan sus componentes de forma que cambian
sus propiedades organolépticas, modificando sabor, olor, textura o color,
haciéndolos inaceptables para su consumo. Los microorganismos alterantes de
cada alimento son, en general, los que constituyen su propia y caracteristica
microbiota. Esta puede variaren cada fase del proceso de produccion y/o

almacenamiento siendo, finalmente, el resultado de la interaccion de los
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microorganismos existentes en el alimento crudo y de los procesos de
produccion, conservacion y almacenamiento del mismo.

En productos carnicos cocidos o escaldados las alteraciones son algo distintas
a las de la carne fresca debido al tratamiento térmico y su procesado, por los
que la carga microbiana queda reducida a valores comprendidos entre 10* y
10*UFC/g, apareciendo en bajas concentraciones microorganismos como
Pseudomonas, bacterias lacticas, levaduras y enterobacterias. Su alteracion
durante la refrigeracion es similar a la de la carne fresca refrigerada pero mas
lenta, y pueden aparecer exudados, limo o viscosidad superficial, produccion de
gas, oxidacién o enverdecimiento, aparicion de olores y sabores anémalos, y

procesos como acidificacion, agriado y putrefaccion. (Sanchez, 2012).

En el cuadro N°1 se mencionan a los principales microorganismos aislados de

la carne y de los productos.

Cuadro N° 1. Bacterias patdgenas aisladas de céarnicos. (Menéndez, 2012).

Microorganismo Carne Productos cérnicos
fresca

Staphylococcus aureus ++ ++
Salmonella spp. ++ ++

Listeria monocytogenes ++ ++
Campylobacter spp. ++ +
Escherichia coli ++ +
Aeromonas spp +

Bacillus cereus +

Yersinia enterocilitica ++ +
Clostridium perfringens ++ +
Clostridium botulinum + ++

+: se especula que sean un posible riesgo; ++: aislado frecuentemente y/o
implicado en brotes documentados

Los tipos de microorganismos Yy la cantidad de ellos, presentes en los productos
elaborados con base en carne, dependen de las condiciones sanitarias del
medio ambiente del cual provenga el alimento, de las propiedades y calidad
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microbiolégica de algunos ingredientes adicionados, del cuidado de quien
procesa y maneja el producto y de las condiciones posteriores de

almacenamiento, manejo y distribucién del mismo. (Restrepo, 2001).

Factores que afectan la vida de anaquel de salchichas

Los alimentos son perecederos por naturaleza, numerosos cambios toman lugar
en ellos durante su elaboracion y almacenamiento. Es bien conocido que las
condiciones a las cuales se procesa y almacena un alimento pueden influir en
los atributos de calidad de los mismos. Durante el tiempo de almacenamiento,
uno o mas atributos de calidad pueden verse afectados. Es aqui cuando el
alimento es considerado no apto para consumo y por lo tanto se dice que ha
alcanzado su vida de anaquel. (Mendoza, 2013).

La vida util (VU) es un periodo en el cual, bajo circunstancias definidas, se
produce una tolerable disminucion de la calidad del producto. La calidad
engloba muchos aspectos del alimento, como sus caracteristicas fisicas,
quimicas, microbiolégicas, sensoriales, nutricionales y referentes a inocuidad.
En el instante en que alguno de estos pardmetros se considera como

inaceptable el producto ha llegado al fin. (Mendoza, 2013).

Los factores que influyen en la vida util de anaquel de un producto son: La
formulacién y la estructura del producto, actividad de agua, pH, acidez total,
oxigeno disponible, nutrientes, carga bacteriana inicial, humedad relativa,
exposicion a la luz, composicibn de la atmdésfera dentro del empaque.
(Mendoza, 2013).

El uso de las envolturas para la proteccion de embutidos tiene algunas ventajas
Como son: los largos periodos de conservacion, calibrado uniforme, resistente
al ataque bacteriano, resistente a la rotura, algunas impermeables, otras

permeables a gases y humo, son no toxicas, algunas comestibles (colageno),
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algunas contractiles (se adaptan a la reduccion de la masa carnica), facilidad de
pelado. (Mendoza, 2013).

Preservacion de productos carnicos

Una de la opciones para preservar la vida util de un producto perecedero como
los productos céarnicos es el vacio el cual consiste en extraer el aire del interior
del empaque, con lo cual ganaremos tiempo de conservacion ya que
retardamos el proceso natural de descomposicion del producto. Los alimentos
empacados al vacio mantienen su frescura y sabor de 3 a 5 veces mas tiempo
gue con los métodos convencionales. Los alimentos frescos mantienen su
textura y apariencia natural. Los alimentos que se guardan en el congelador no
se gueman, ya que no estan expuestos al aire frio, no se deshidratan ya que al
no haber aire, se mantiene la humedad natural de los comestibles. (Sanchez,
2012).

El envasado a vacio, implica sencillamente la eliminacién del aire dentro del
envase en el que se encuentra el alimento, sin que sea reemplazado por otro
gas, y suele dejar una presion residual de unos 10 mm Hg. Se emplea en muy
diversos productos, como carnes frescas o curadas, quesos, etc. Su principal
limitacion es que la aplicacion de vacio puede provocar la deformacion del
producto. Ademas, al continuar las actividades respiratorias de los tejidos del
producto (como por ejemplo en la carne y vegetales) durante el
almacenamiento, se va a ir produciendo un aumento de la concentracién de

diéxido de carbono y de vapor de agua en el interior del envase, produciéndose
un cambio de color (pardea miento) y la acumulacion de exudado. (Sanchez,
2012).

Desde el punto de vista de salud publica, preocupa el comportamiento de las
bacterias patdgenas capaces de multiplicarse en condiciones reducidas de

oxigeno. En alimentos envasados en atmdésfera modificada son especialmente
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importantes las bacterias psicotrofas anaerobias y anaerobias facultativas entre
las que destaca L.monocytogenes y otras, que se pueden multiplicar a
temperaturas inferiores de 5°C. Hay que sefalar, ademdas, que bacterias
mesofilas como Salmonella, Shigella, Escherichia coli y otros, pueden
multiplicarse en atmoésfera modificada si fluctua la temperatura. Este hecho no
es infrecuente, especialmente en los expositores y en los frigorificos domésticos
e incluso cuando se controla adecuadamente la temperatura por que se

producen aumentos ciclicos de la misma durante el desescarche.

Las bacterias patégenas, como L monocytogenes practicamente no se ve
afectada cuando la concentracion de CO, no supera el 50%. Esto es importante
porque al aumentar la vida util puede multiplicarse hasta niveles peligrosos
antes de que los microorganismos alterantes hayan alcanzado valores

asociados con la alteracién y, por tanto, un alimento “aparentemente fresco”

pueda resultar peligroso. (Garcia).

El riesgo de los productos céarnicos Listos para Consumir (LPC)

Los datos estadisticos de monitoreo de FSIS desde 1993 a 1999 sugieren que
los hot-dogs y las carnes para almuerzo estan particularmente relacionados
como vehiculos de L monocytogenes, sobrevivientes al procesado o
contaminantes post-procesado y con capacidad de multiplicarse a temperaturas
de refrigeracion. En 2005 se detectd un incremento en la incidencia de
L.monocytogenes en carne y productos carnicos, principalmente en productos
LPC; de tal manera que el control de este patégeno se ha convertido en un reto,
ya que se requiere inhibir su crecimiento, pero al mismo tiempo mantener la
calidad y frescura de estos productos dada la preferencia del consumidor.
(Marcos, 2008).
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Los alimentos que no requieren tratamiento culinario alguno antes de ingerirse
(quesos, salami, salchichas Frankfurt, pates, etc.) constituyen un alto riesgo de
contaminacion listeriésica para ciertas industrias alimentarias y para los
productos que fabrican. Dada su naturaleza estos productos deben mantenerse
siempre bajo condiciones de frio (2-4 °C) hasta el momento de su consumo. Se
ha visto en varias ocasiones que el 20-25% de los frigorificos domésticos
presentan temperaturas = de 10 °C, con lo que los alimentos que contienen no
alcanzan temperaturas de refrigeracion en su punto de enfriamiento mas tardio.
Por tanto, la refrigeracion doméstica proporciona un ambiente donde
L.monocytogenes compite, con éxito, contra los microorganismos mesofilos
antagonistas.

El desarrollo de L.monocytogenes en los productos carnicos depende del pH,
tipo de carne (magra o grasa), tipo y cantidad de micro flora originaria,
temperatura a la que han estado expuestas y presencia o0 ausencia de

conservantes. (Dominguez)

Los microorganismos deteriorativos son capaces de multiplicarse hasta rangos
peligrosos durante los periodos de abuso de temperatura y llegan a deteriorar
los alimentos provocando cambios organolépticos que actian como sefial que
evita su consumo, en tanto que la presencia de patdgenos puede pasar
desapercibida, pues no siempre desarrollan sefiales sensoriales que pudieran
alertar al consumidor. Cualquier célula psicrotrofica sobreviviente al tratamiento
térmico puede crecer mas rapidamente que la microbiota de descomposicién

durante el almacenamiento en refrigeracion. (Mendoza Guzman).

En productos céarnicos los tratamientos del procesamiento, en general, reducen
el nimero de bacterias, pero solo el tratamiento de esterilizacion en latas,
elimina completamente los microorganismos. El procesamiento puede también

introducir microorganismos adicionales y seleccionar el tipo que puede proliferar
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y causar dafio durante el almacenamiento. Ademas, puede también involucrar
el uso de ingredientes no carnicos que pueden servir como nutrientes o

inhibidores para el crecimiento microbiano. (Restrepo, 2001).

Esto es muy preocupante para la industria carnica puesto que la principal causa
de disminucién de la vida de anaquel es el crecimiento de bacterias
psicotroficas. Ademas debe considerarse el crecimiento de patdgenos que
presentan crecimiento acelerado entre 7 y 10°C y moderados entre 5y 7°C
tales como Listeria monocytogenes.(Tirado, 2005).

Todavia se desconoce la dosis infectiva de este agente para el hombre. Es
importante destacar, que si L.monocytogenes esta presente en el alimento,
aunque se desconozca en qué cantidad, representa un riesgo considerable
especialmente para personas que pertenecen a los grupos de riesgo, ya que es
un microorganismo con considerable patogenicidad y alta tasa de mortalidad.
(Pérez, 2013).

L.monocytogenes, es una bacteria ampliamente difundida en la naturaleza. Su
presencia en los alimentos esta determinada por su extensa distribucion en el
ambiente, tierra, agua, servidas, material fecal, vegetacion, ensilados y entorno
de la produccién de alimentos. Lo que confiere una importante oportunidad para

contaminarlos. (Michanie, 2004).

Diferentes productos estudiados en Australia, arrojaron datos de esta bacteria
en carnes procesadas y empacadas al vacio. Piner, R, realiz6 una extensa
revision de este patdgeno en diversos tipos de carnes y demostrd su presencia
en muestras de carne aves, res, cerdo, cordero, embutidos y en productos
carnicos ya procesados. Tobia, M.B. et al., en 1997, investigaron la presencia
de Listeria spp y L.monocytogenes en embutidos termoprocesados, empacados

al vacio, conservados en frio y consumidos sin ningun proceso decoccion o con
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minimo calentamiento como salchichas tipo viena, mortadela, salchichdn con
jamon, provenientes de diferentes mercados; y en las cuales un 23 % de
aislados fueron identificados como género Listeria, de las cuales 16.6%fueron
tipificadas como L. monocytogenes. Esta incidencia se presentd probablemente

debido a una contaminacion post-proceso o proceso térmico insuficiente de las

muestras. (Sanchez 2003).

Generalidades sobre Listeria monocytogenes

El género Listeria spp recibe su nombre en honor al cirujano britanico Lord
Joseph Lister y la especie L.monocytogenes por el sindrome de monocitosis

presente en algunos enfermos de listeriosis.

En 1891, el investigador Francés Hayen. Describio por primera vez unos
organismos pequefios Gram positivos en forma de vara aislados de tejidos
humanos. Dos afios mas tarde, en Alemania, Henle aislé unos organismos muy
similares a los descritos por Hayen. En 1991 Hulphers describié de nuevo estos
organismos aislandolos de focos necréticos de higado de conejo y los
denomino Bacillus hepatis.

La caracterizacion completa de estos organismos fue realizada por Murray y
Col. (1926). El microorganismo fue aislado a partir de conejos y cobayas de
laboratorio infectados que desarrollaron lesiones hepaticas y monocitosis
pronunciadas. A partir de este momento el microorganismo fue denominado
Bacterium monocytogenes. Poco tiempo mas tarde Pirie (1940) logro aislar este

microorganismo Gram positivo que llamoé Listerella hepatolitica. (Marti, 2002).

La primera descripcion de listeriosis en los humanos fue realizada por Nyfeldt
en 1929, el cual aislé la bacteria de sangre de pacientes que sufrian de una
enfermedad parecida a la de la mononucleosis infecciosa. En 1936, Burn, aislo
este microorganismo de cadaveres de neonatos e implicé a la bacteria como

causa de meningitis en adultos. En 1936 se reconocioé por primera vez a L.
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monocytogenes como causa de infeccion humana durante el periodo perinatal y

como responsable de meningitis en adultos.

En 1940, y por razones taxonomicas, se adopto la propuesta del nombre que

actualmente conocemos: Listeria monocytogenes. (Marti, 2001).

El género Listeria pertenece a la familia Listeriaceae, clase Bacilli, orden
Bacillales, phylum Firmicutes. (Garrity et al.,, 2007). L.monocytogenes es la
Unica especie implicada en patologia humana, e incluye bacilos cortos o
cocobacilos, a veces algo curvados, gram positivos (aunque los cultivos viejos
se tifien mal), no espatulados, no encapsulados, anaerobios facultativos, con

flagelos periticos (Fig N°1), moviles a 22-28 °C.

Fig N° 1 Listeria monocytogenes (Fuente: Food Quality news.com)

Son parcialmente hemoliticos, fermentan la glucosa y son fermentadores
variables de otros azucares, produciendo acidos pero no gas ni sulfhidrico. Su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 30-37 °C, pero pueden crecer en un
rango de temperaturas entre 0.4 y 45 °C. Pueden crecer en un amplio rango de
pH entre 4.5y 9.2, el valor limitante de actividad de agua para su crecimiento es
de 0.93, soportan la congelacion y toleran altas concentraciones de sal hasta un
25%.(Sanchez, 2012).
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Cuadro No.2 Factores que impactan en el crecimiento y supervivencia de la
bacteria (AESAN, 2011)

Factor Puede crecer Puede sobrevivir,
pero no crecer
Limite inferior Optimo Limite superior
Temperatura (°C) -1,5a+3,0 30,0a37,0 45,0 -18,0
pH 42a43 7,0 94a95 33a4,2
Actividad de aqua (a=) 0,90 20,93 0,99 >0,99 <0,90
Concentracion de sal (%) <0,5 0,7 12a16 =20
Atmosfera Es un anaerobio facultativo que puede crecer en ausencia de oxigeno, por
ejemplo, envasado a vaclo o atmésfera modificada

Adaptada de (FSAI, 2003) (UE, 2004, 2008).

Crece con 10% de CO2 y se inhibe en medios con 70% de CO2 y 30% de N2,
es psicrotrofico ya que puede mantenerse viable a bajas temperaturas, dan un
aspecto de “sombrilla” al medio de movilidad a 20-25 °C. (Anexo Fig N°21)

Al observarlo al microscopio presenta un movimiento de deslizamiento muy
particular a temperatura ambiente, semejante a un espiral, se asemeja a las
corinebacterias o a los diplococos Gram positivos, en cultivos viejos se pueden
apreciar estructuras filamentosas largas que miden de 6-20 ym de longitud,
presentando una tincién irregular. (Tovar, 2005).

L. monocytogenes es un bacilo corto, regular, con extremos redondeados,
cuerpo recto o ligeramente curvado, mide entre 0,5 -2 ym de largo, por 0,4-0,5
pm de ancho; a veces adopta forma de cocobacilo, se presenta aislado, en
parejas, cadenas cortas o agrupado en “V” 0 en “Y”, puede agruparse también
en empalizada, carece de cépsula, no es &acido alcohol resistente, y no presenta
esporas. (Sanchez, 2012).

Entre sus factores de virulencia se encuentran los antigenos somaticos (O) y
flagelares (H), las betahemolisinas citoliticas (listeriolisinas) y su capacidad

lipolitica, siendo ademas capaz de crecer en el interior de las células fagociticas
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mononucleares, escapando al sistema inmune del hospedador. (Sanchez,

2012).

El género Listeria actualmente incluye ocho especies reconocidas, las seis
especies anteriormente conocidas: L.monocytogenes,
L.innocua, L.seeligeri, L.welshimeri, L.grayi y L.ivanovii , y dos nuevas especies
que han sido descritas: L. rocourtiae y L. marthii. Listeria monocytogenes y L.
ivanovii se consideran patdégenas para los animales, y L. monocytogenes,

patégena para los humanos. (Mufioz, 2012).

L.monocytogenes posee los antigenos O (somético termoestable) y H
(flagelares termolabiles) identificados, que se usan para subdividir a ese

microorganismo en varias serovariedades. (Pérez, 2013).

Cuadro N° 3 Serovariedades

SEROTIPOS SUBTIPOS FACTORES VARIEDADES
Serotipo 1 Factores O 1,2
Serotipo 2 Factores H A B
Serotipo 3 Factores O 2.4

Factores H A B

Serotipo 4 Subtipo 42 Factores O 5a,b
Factores H AB,C

Subtipo 4b Factores O 5a,c
Factores H A,B,C|

Las seis verdaderas especies del género Listeria por serotificacion dan origen a
17 serovariedades de acuerdo a su antigeno somatico O (1-4) y 15
serovariedades de acuerdo a sus cinco antigenos flagelares o antigenos H (a-
e).Se reconocen 11 serotipos (1/2 a, 1/2 b, 1/2 ¢, 3a, 3b, 4a, 4 ab, 4 b, 4c, 4d,y
4e). Los determinantes antigénicos de los antigenos (O) son &cidos teicoicos y



42

acidos lipoteicoicos de la envoltura celular, los anticuerpos dirigidos contra
antigenos (O) de Listeria monocytogenes, presentan reaccion cruzada con
algunas otras bacterias Gram positivas, como Corynebacterium,
Staphylococcus aureus y con los enterococos. (Tovar, 2005).

Para evidenciar la actividad hemolitica de L.monocytogenes y como criterio de
identificacion se utiliza comunmente una reaccion de hemdlisis sinérgica con
Staphylococcus aureus, llamada reaccion de CAMP (acrénimo de Christie,
Atkins y Muench- Peterson, primeros en describir este fendbmeno entre S.
aureus y Streptococcus agalactiae). Esta reaccion se basa en el incremento de
la actividad hemolitica de L.monocytogenes cuando crece en la proximidad de
S. aureus, reaccion que no se produce con L. ivanovii. (Gonzalez Zorn).
Paralelamente se ha desarrollado una reaccion tipo CAMP en la que se ha
sustituido a S. aureus por Rodococcus equi como bacteria marcadora. Bajo el
efecto de las exosustancias que secreta esta bacterias se obtiene un
incremento de la actividad hemolitica caracteristica de L. ivanovii, en el que el
halo externo de hemdlisis parcial se lisa completamente, dando lugar a una
hemolisis en forma de pala que se utiliza como criterio diferenciador de L.
ivanovii frente al resto de Listerias.

L. monocytogenes también produce una reaccién tipo CAMP con R. equi, pero
ésta adquiere una forma redondeada, de raqueta o cerilla, en lugar de la
caracteristica forma de pala, siendo por tanto claramente distinguible de la de L.
ivanovii. Las propiedades hemoliticas caracteristicas de L. ivanovii se deben a
gue secreta una potente esfingomielinasa C, producida exclusivamente por esta

especie dentro del Género Listeria. Figura N°23. (Gonzélez Zorn).
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Etiologia

Es el agente etiologico de la listeriosis humana, una enfermedad transmitida por
alimentos que representa un problema importante en la salud publica , debido al
impacto que tiene la gravedad de sus sindromes, la incidencia residual de sus
sintomas y el alto costo en hospitalizaciones, lo que origina costos elevados y
una alta letalidad. También, repercute econdmicamente a nivel nacional e
internacional, debido a la pérdida de alimentos contaminados con este

microorganismo que son retirados de los mercados. (Okovic, 1997).

Causante de graves infecciones como meningitis, encefalitis, bacteriemias,
septicemias, absceso cerebral o espinal, listeriosis, ponto bulbar, rombo
encefalitis 0 meningoencefalitis En el embarazo ocurre infeccion en el feto o en
el recién nacido, dando origen a abortos espontaneos , muerte fetal enfermedad
y muerte neonatal, Esta listeriosis afecta a grupos de poblacion vulnerables
como mujeres en estado de gravidez, nifios en periodo neonatal, personas
ancianas y personas con fallas en el sistema inmunoldgico, pero también,
afecta a adultos inmunocompetentes. Listeria monocytogenes es causante
también de infecciones no graves, como es la gastroenteritis febril que produce
sintomas como diarrea, fiebre, cefalea y mialgias, con un periodo de incubacién
corto. (Parrilla, 2013).

Ciclo patogénico

Listeria monocytogenes es un parasito intracelular facultativo que penetra en el
hospedador a través del sistema digestivo, tanto del hombre como de los
animales. En los ultimos afios se han identificado un gran niamero de factores
de virulencia involucrados en los pasos clave del ciclo de vida intracelular de
L.monocytogenes. El ciclo de infeccion consta de cuatro etapas: introduccion en
la célula eucariota, evasion de la vacuola intracelular, polimerizacion de
filamentos de actina y diseminacion a la célula adyacente. Figura N°2. (Parrilla,
2013).
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Fig N° 2 Ciclo patogénico. (Parrilla, 2013).

La bacteria penetra en el interior de la célula induciendo su propia fagocitosis,
queda englobada en un fagosoma del que escapa rapidamente por la accion de
la hemolisina y dos fosfolipasas; una vez en el citoplasma inicia su
multiplicacion y el fendmeno de motilidad intra- e intercelular por polimerizacion
de actina; la bacteria pasa asi a las células contiguas, donde reinicia un nuevo
ciclo de escape del fagosoma, multiplicacion intracelular y motilidad por
polimerizacion de actina.(Parrilla, 2013).

Como patégeno L. monocytogenes penetra en el organismo a través de la
ingesta de alimentos contaminados y atraviesa la barrera intestinal. A
continuacion penetra en las células del huésped y se desarrolla un ciclo
patogénico intracelular consistente en fagocitosis auto inducida, lisis de la
vacuola fagocitica, movilidad bacteriana inducida por la actina y diseminacion a
las células vecinas, con lo que se reinicia el ciclo. Para que L. monocytogenes
transite del estado saprofito (es decir, de sobrevivir en el medio ambiente) al de
patdgeno intracelular y se inicie el ciclo, se requiere la activaciéon de la proteina

reguladora de la virulencia, Prf A.
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El paso de la vida en el exterior al interior de la célula en el huésped mamifero
se debe al activador transcripcional PrfA, que regula la expresion de varios
genes requeridos para la virulencia bacteriana. En el exterior la PrfA tiene una
baja actividad y se corresponde con niveles bajos de expresién génica de la
virulencia. En el interior la Prf A pasa a estado activado Prf A* e induce la
expresion de los genes necesarios para la invasién de la célula huésped
(interlaninas Lnl A y Lnl B), lisis del fagosoma (listeriolisina O o LLO),
fosfatidilinositol especifico de fosfolipasa C (PI-PLC) y fosfatidilcolina (PC-PLC),
crecimiento intracelular (hexosa-6-fosfato transportador o Hpt) y propagacion

célula a célula (proteina inductora de actina o Act A). (Parrilla, 2013).

Virulencia

Hoy se sabe que no todas las cepas de L. monocytogenes son patégenas. Se
ha observado variabilidad en la virulencia (grado de patogenicidad de la
bacteria) dentro de la especie L. monocytogenes y éste concepto va ganando
reconocimiento. Se ha demostrado que hay Listeria monocytogenes virulentas,

hipo virulentas y a virulentas. (Michanie, 2004).

La variabilidad en la virulencia de L. monocytogenes permite comprender el
numero bajo de casos a pesar de las frecuente exposicién a alimentos con éste
microorganismo. Entre 1994 y 1999, en EE.UU. la prevalencia de la bacteria en
fiambres fue entre 4.2 y 7.8%. Por el momento la industria y los gobiernos
deben tratar a todas las cepas de L. monocytogenes como potencialmente

patogenas.(Michanie, 2004).

La patogenicidad o capacidad de un microorganismo para producir enfermedad
obedece a varios factores de virulencia. En L. monocytogenes esta influenciada
por varios genes que dan lugar a factores entre ellos la hemolisina (listeriolisina

0), internalinas, fosfolipasas y otros. Algunos factores de virulencia se conocen
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pero se siguen estudiando y buscando otros para establecer su interaccion con
la susceptibilidad del huésped y dar lugar a la enfermedad. (Michanie, 2004).

La patogenicidad de Listeria esta relacionada esencialmente con su capacidad
de multiplicarse en el organismo. Es una infeccibn mas que una toxiinfeccion y
tiene como mecanismo crucial de patogenicidad el parasitismo intracelular, lo
cual implica una secuencia de eventos en el que cada factor de virulencia
permite el parasitismo intracelular de este microorganismo patdgeno. (Pérez,
2013).

Importancia de Listeria monocytogenes en la industria.

La razon principal por la que L. monocytogenes presenta problemas para
muchos fabricantes de alimentos es que, las condiciones propias de una planta
de procesamiento de carnes es decir: Pisos mojados, paredes frias y hUmedas,
agua estancada en la superficie del suelo aspero, suelos hiumedos, drenajes

etc. son propicias para el desarrollo de la bacteria.

La bacteria sobrevive también después del lavado de manos y en aerosoles en
suspensiones, ademas los efluentes contaminados de plantas de
procesamiento de alimentos, donde el organismo puede crecer, incrementan la

contaminacion de Listeria en el ambiente. (Pérez, 2013).

Listeria monocytogenes puede adherirse a todos los materiales comunmente
utilizados en la industria alimentaria, tales como el acero inoxidable, gomas y
distintos tipos de materiales plasticos. El proceso de formaciéon del biofilm es
relativamente rapido; se ha observado que L. monocytogenes se adhiere a
superficies de acero inoxidable, goma, vidrio y polipropileno en tiempos cortos
de unos 20 minutos y comienza a generar material exacelular en un periodo de
una hora; en 24 horas ya es capaz de haber formado un biofilm con dos capas

de células sobre superficies de vidrio. La adherencia a superficies en contacto
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con alimentos se produce a temperaturas de entre 4 y 45° C, siendo 18° C la

temperatura 6ptima para la adhesion al acero inoxidable. (Orihuel, 2010).

La capacidad de Listeria monocytogenes para formar biofilms es considerada
como un factor de importancia en relacién con la supervivencia, el crecimiento y
la persistencia de esta bacteria en la industria alimentaria. En general todos los
microorganismos que forman y crecen en biofilms estan protegidos frente al
calor y el estrés ambiental, asi como frente a los procedimientos habituales de
limpieza y desinfeccion y son, por tanto, dificiles de erradicar. Por ello, gracias a
la proteccion que L. monocytogenes encuentra en los biofilms, el
microorganismo puede ser aislado de las superficies con frecuencia, después

de las operaciones habituales de limpieza y desinfeccion.(Orihuel, 2010).

Los biofilm son microcolonias (Figura N° 3) constituidas por microorganismos
inmersos en una matriz de exopolisacaridos, secretados por ellos mismos y que
se encuentran firmemente anclados a la superficie sobre la cual se forman. La
tasa de crecimiento en el interior del biofilm es lenta por lo cual requiere de una
baja disponibilidad de nutrientes. Esto implica que un alto porcentaje de la
poblacién se encuentra en la fase de desarrollo estacionario, lo cual hace que
sean mas resistentes a la accion de agentes antimicrobianos, que en la fase de

desarrollo exponencial. (Schobitz, 2009).
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Fig N° 3 Biofilm (Orihuel, 2010).
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La figura No.3 muestra la difusion de un agente antimicrobiano a través de la
matriz de un biofilm. El agente antimicrobiano se representa en amarillo: a
menor intensidad, menor coloracion amarilla. Las células vivas se han

coloreado en verde y las muertas en gris. (Orihuel, 2010).

Resistencia de Listeria monocytogenes a los antibidticos y sanitizantes

La resistencia a los antibidticos (RAM), fue definida por FAO/OIE/OMS (2008)
como la capacidad de un microorganismo de multiplicarse o persistir en
presencia de una mayor cantidad de agente antimicrobiano con relacién al

homaologo susceptible de la misma especie.

Hasta hace unos afios, se consideraba que los aislados de L. monocytogenes
asi como las de otras Listeria spp, mostraban una susceptibilidad a un amplio
rango de antibidticos activos contra bacterias Gram positivas. La combinacion
de la ampicilina con la gentamicina, era y sigue siendo recomendada como
primera linea de terapia para el tratamiento de la listeriosis en humanos. No
obstante, ante el reporte de la primera cepa de L. monocytogenes resistente a
antibiéticos en Francia, 1988, la posible emergencia de un patrén de resistencia
dentro del género queda al descubierto. Desde entonces, la evolucion de la
resistencia en la bacteria ha sido considerablemente acelerada, quizas por
efecto del uso indiscriminado de antibibticos que se observa hoy en dia.

Una revision de los ultimos afios sobre los posibles cambios en el patrén de
susceptibilidad a antibiéticos en Listeria spp, han demostrado la habilidad de
desarrollar resistencia a uno o mas antibiéticos. Los estudios confirman que la
susceptibilidad natural de Listeria spp y L. monocytogenes a los
aminoglucosidos, penicilinas, quinolonas, rifampicina, trimetropin asociado a
una sulfonamida (cotrimoxazole), fosfomicina y acido fusidico, alin se mantiene
en el género. Sin embargo, la incidencia de al menos una cepa resistente a la

ampicilina, estreptomicina, eritromicina, vancomicina, cloranfenicol y tetraciclina,
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ha sido detectada en aislados procedentes de alimentos e infecciones clinicas.
(Villalobos, 2006).

Presentan una pobre actividad a las fluoroquinolonas actuales y las
cefalosporinas, especialmente las de tercera y cuarta generacion como
cefotaxima y cefepima.

Casi todas las cepas de L. monocytogenes son resistentes a fosfomicina,
oxacilina y linconsamidas. Se han descrito resistencias a macrolidos y a
tetraciclinas en algunos aislamientos, que suelen estar codificadas por
plasmidos. El Instituto Pasteur de Paris y la Agence Francaise de Sécurité des
Aliments (AFSSA) han estudiado la sensibilidad antibiética de cepas de L.
monocytogenes de origen alimentario y ambiental aisladas durante 10 afios
(1996-2006). De las doscientas cepas aisladas, cuatro presentaban fendmenos
de resistencia adquirida, dos de ellas resistentes a eritromicina y dos a

tetraciclina y minociclina. (Marco, 2012).

L. monocytogenes ha desarrollado diferentes mecanismos para eludir el efecto
toxico de los antibiéticos y generar proteccion contra los compuestos quimicos
de los desinfectantes. Desde 1988 se viene reportando resistencia a los
compuestos de amonio cuaternario, (QAC) entendiendo por resistencia en la
industria de alimentos a la habilidad que desarrollan los microorganismos a
sobrevivir a exposiciones cortas de los desinfectantes.

Una de las causas de esta tolerancia es el aumento en la frecuencia de
contacto con los QAC. Por esta razon, la industria de alimentos aconseja una
rotacion constante de los diferentes desinfectantes, sin embargo se ha
considerado que la adaptacién cruzada con otros desinfectantes diferentes a
QAC es responsable de reforzarla supervivencia de los microorganismos. (Ruiz
2008).



50

Brotes asociados a Listeria monocytogenes

Diversos brotes de enfermedad transmitida por los alimentos que han
ocasionado hospitalizaciones, abortos y fallecimientos han sido asociados al
consumo de Hot-dog y de carnes listas para comer que contienen L.
monocytogenes. La causa de la contaminacion por L. monocytogenes en dichos
brotes fue trazada hasta la exposicion y la contaminacion post-letal por el
patoégeno.

Los productos de Hot-dog y de carnes listas para comer son ejemplos de
productos RTE de carne y de aves de corral que reciben un tratamiento letal
para eliminar los patdégenos, pero que estan expuestos posteriormente al medio
ambiente durante las operaciones de pelado, loncheado y reenvasado. Si la L.
monocytogenes esta presente en los equipos utilizados para estos fines, el
patdgeno se puede transferir al producto mediante contacto. Estos productos
son ejemplos de productos RTE de carne y de aves de corral que pueden
favorecer el crecimiento de la L. monocytogenes durante su almacenamiento
refrigerado. (FSIS, 2003).

Algunos ejemplos de alimentos en los que la contaminacidon ha ocurrido
después del procesamiento y causado serios brotes de listeriosis incluye a las
salchichas para Hot-dog. En 1998 se presentd uno de los brotes mas grande de
listeriosis ocurrido en la historia y fue causado por uno de los fabricantes de
salchichas para Hot-dog mas reconocido. El resultado: 15 adultos muertos, 6
abortos y mas de 1 millén de libras de producto retirado del mercado. (Cultter,
2003).

Dada la gran diversidad de alimentos implicados, y el caracter de L.
monocytogenes de colonizar cualquier lugar, en las ultimas décadas se han ido

produciendo diferentes brotes, repartidos por todo el mundo, como se muestra



51

en los casos de listeriosis confirmados en Espafia y en la Union Europea (UE)

en los ultimos afos.

Tabla No. 1Casos de brotes en Espafia y Unidon Europea. (Marco, 2012).

Afo Casos Espafia Casos UE
2005 68 1591
2006 78 1581
2007 81 1425
2008 88 1654
2009 121 1601
2010 129 1614

Como se puede observar se esta produciendo un aumento ligero y progresivo
de los casos de listeriosis tanto en Espafia como en la suma de todos los
paises de la EU.

Analizando otros datos publicados por la (EFSA, 2012) se puede ver que los
productos céarnicos fueron los que mas casos positivos de L.monocytogenes
obtuvieron, en mayor medida los elaborados con carne de cerdo y bovino
(32%), seguido de pescado y productos del mar (29%), alimentos LPC (19%),
carne de ave (13%), productos lacteos (12%), vegetales (10%), teniendo

porcentajes muchos menores los quesos (1%). (Marco, 2012).

Entre los ultimos brotes de listeriosis ocurridos destacan por su importancia el
gue tuvo lugar en Canada en 2008. El brote se origind en las lineas 8 y 9 de
produccion de deli-meats de la fabrica de Maple Leaf Foods. Se cree que
alrededor de 220 productos presentaron contaminacion de L. monocytogenes

dando lugar a 57 casos de listeriosis y 23 decesos.
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Mas reciente que el anterior brote ha sido el que tuvo lugar en EE.UU. en julio
de 2011.El brote se origind por el consumo de melones cantaloupe
contaminados procedentes de la compafiia Jensen Farms de Colorado. Se cree
gue fue producido por malas condiciones en el envasado. Se produjeron 123
casos repartidos en 26 estados de EE.UU., de los cuales 25fallecieron. (Marco,
2012).

Programas de control

En 2001, la FDA y el FSIS publicé el proyecto de "Evaluacién cuantitativa del
riesgo relativo a la Salud Publica de Transmision Alimentaria Listeria

monocytogenes entre Categorias seleccionadas de Ready-to-eat."

Esta evaluacion de riesgos indica que las carnes frias y Hot-dogs plantea el
mayor riesgo en la relacion enfermedad / muerte por L.monocytogenes En
febrero de 2002, el FSIS inici6 la "Evaluacion de Riesgo para Listeria

monocytogenes en Deli Meats."

En esta evaluaciéon de riesgos FSIS indicé que el uso de una combinacion de
métodos de intervencion para el control de L.monocytogenes en carnes frias
expuestas al medio ambiente después del tratamiento letal tiene el mayor
impacto en la reduccibn del riesgo de enfermedad o muerte por
L.monocytogenes. La Agencia utiliza estas evaluaciones de riesgos como los
recursos en el desarrollo de las regulaciones para el control de

L.monocytogenes en RTE de carne y productos avicolas. (FSIS, 2003).

FSIS Listeria Guide line: (Requirements of the Listeria Rule 2012)

El reglamento definitivo para el control de Listeria monocytogenes (9CFR430)
incluye tres estrategias alternativas que los establecimientos pueden aplicar al
procesamiento de productos RTE de carne y aves de corral durante su

exposicion post-letal.
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De acuerdo con la primera alternativa, el establecimiento aplica un tratamiento
post-letal y un agente o proceso antimicrobiano para controlar la Listeria
monocytogenes. La segunda alternativa, el establecimiento aplica bien un
tratamiento post-letal o bien un agente o proceso antimicrobiano. Y la tercera
alternativa, el establecimiento no aplica un tratamiento post-letal o un agente o
proceso antimicrobiano. En su lugar, se basa en un programa de control de

higiene.

Los productos fabricados de acuerdo con la primera y la segunda alternativa
son formulados y procesados de modo que se elimina la Listeria
monocytogenes o se limita su crecimiento (es decir, el nUmero de organismos
no debera aumentar durante la vida en el estante del producto hasta un nivel
gue suponga un riesgo para la salud publica, ni tampoco los niveles
detectables del patdgeno) en caso de estar presente, y proporcionar un mayor
control en comparacion con la tercera alternativa que implica Unicamente un
control de higiene para controlar la Listeria monocytogenes. Por lo tanto, las
garantias de control del patégeno disminuyen de la primera a la tercera
alternativa, sobre la base del rigor y de la exhaustividad de los métodos de

control utilizados por el establecimiento.

Los establecimientos deben identificar la alternativa aplicable a sus productos
RTE sobre la base de su programa de control para la Listeria monocytogenes.
Los establecimientos pueden decidir aplicar nuevas medidas de control y
cambiar de una alternativa a otra; no obstante, deberan aplicar los métodos de
control estipulados para cada alternativa especifica. Cada alternativa cuenta
con requisitos especificos que el establecimiento debe cumplir. (9 CFR ch. llI
1-1-12 Edition)

La guia pretende ser un instrumento facilitador para el desarrollo de programas
de control de L. monocytogenes en cada empresa e instalacion. Consta de una

parte tedrica en la que se establece el modelo para el control de este patégeno
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y una parte practica en la que se describe un modelo de programa y las etapas
para su implementacion en fabrica.

Aunque el documento esta centrado en Listeria monocytogenes, las medidas y
recomendaciones dispuestas dentro de la guia también pueden ayudar a
combatir otros tipos de contaminacion por bacterias patdgenas,

como Salmonella. (Benlloch, 2011).

Teniendo en cuenta las limitaciones en el aporte de garantias de la inocuidad
de los alimentos por medio de la inspeccion tradicional por muestreos y analisis
de lotes, el concepto de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(HACCP) ha aportado una gran mejora en la produccion de alimentos inocuos.

La meta del HACCP es focalizar sobre el peligro de un determinado alimento
gue pueda afectar la salud publica si no es controlado y disefiar, procesar,
comercializar, preparar, y usar los alimentos en condiciones que controlen los
peligros. Para ser exitoso el HACCP necesita ser construido sobre las Buenas
Practicas de Elaboracion y las Buenas Practicas de Higiene, las cuales
minimizan la ocurrencia de peligros en el producto y en el medio ambiente de
produccién. El HACCP involucra una evaluacion de peligros en una secuencia
de produccién particular y define pasos donde las medidas de control que son
criticas para la inocuidad de un producto deberian ser tomadas. También
establecera limites, procedimientos de monitoreo y acciones correctivas. Sin
embargo, HACCP es especifico para una planta/fabrica y no vincula
directamente la efectividad de cada medida con el nivel esperado de proteccion
de la salud, por ejemplo como una reduccién en el numero de enfermedades

transmitidas por alimentos en un pais. (ICMSF, 2006).

Los principios del HACCP son conocidos internacionalmente, en gran parte,
debido a la difusibn de dos importantes documentos, publicados por el

NACMCEF (National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods,
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1992), y la Comision del Codex Alimentarius (FAO1993). En los afios 90 se
generaliza entre las industrias su conocimiento y empleo. Esto se debe por una
parte a las exigencias legislativas y por otra al convencimiento cada vez mayor
de que un mejor control de la higiene y seguridad de los alimentos mejora la
posicion empresarial de competencia, tanto nacional como internacional, frente
a los consumidores, las empresas destinatarias y los servicios de Inspeccion,
gue exigen niveles crecientes de calidad microbiolégica. HACCP constituye un
método sistematico y cientificamente fundamentado para prevenir la
presentacion de problemas en relacién con la seguridad e inocuidad de los

alimentos. (Mouwen, 2009).

Legislacion

El Departamento de Agricultura de los EE.UU. instaur6 un programa de
vigilancia y de cero tolerancia para la L. monocitogenes en productos carnicos
listos para consumo y, mas tarde, se extendié a sandwiches, ensaladas listas y

productos de pesca.

Posteriormente, en el afio de 1989, la FSIS (Servicios de Inspeccién y
Seguridad de Alimentos), propuso también cerotolerancia de L.monocytogenes
en productos similares como Hot-dog y lonches de carne, a la vez que condujo
un programa de monitoreo en plantas para buscarla presencia de este

patégeno. (Sanchez 2003).

El nivel de L. monocytogenes tolerado en los paises es muy variable y va de
tolerancia cero en 25 g en EE.UU. Hasta permitir la presencia de 100 UFC/g en

algunos paises de la Unidén Europea.

En Mayo de 2004 numerosas asociaciones de industrias de los EE.UU.

formularon una peticion al Departamento de Alimentos y Medicamentos (FDA)
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para que se eleve hasta 100 UFC/g la tolerancia de L. monocytogenes en

alimentos que no permiten el desarrollo.

Numerosos investigadores, incluyendo la International Commission on
Microbiological Specifications for Foods (ICMSF).Proponen un valor objetivo de

inocuidad alimentaria no mayor de 100 UFC/g al momento del consumo.

En paises de la UE se establecen las siguientes categorias:

1 Alimentos LPC destinados a lactantes y alimentos LPC destinado a usos
meédicos especiales. En estos alimentos se fija ausencia en 25 g de
alimento comercializados durante su periodo de duraciébn minimo (n=10,
c=0). En este apartado tendremos que tener en cuenta que los productos
gue hayan recibido tratamiento térmico u otro proceso eficaz para
eliminar L.monocytogenes, y cuando la re contaminacion no es posible

tras el tratamiento, no se exige realizar analisis regulares.

2 Alimentos LPC que pueden favorecer el desarrollo de L. monocytogenes,
gue no sean destinados a lactantes ni usos médicos especiales. En este
caso se fijan unos limites delOOufc/g en productos comercializados
durante su periodo de duracién minimo y ausencia en25 g de alimento
antes de que haya dejado el control inmediato del operador de la
empresa alimentaria que lo ha producido (n=5, ¢c=0, m=100 ufc/g, M=100

ufc/qg).

3 Alimentos LPC que no pueden favorecer el desarrollo de L.
monocytogenes, no destinados a lactantes ni a usos médicos especiales.
Nos indica 100 ufc/g en productos comercializados durante su periodo de
duracion minimo (n=5, ¢c=0, m=100 ufc/g M=100 ufc/g).A esta categoria
pertenecen los productos con pH < 4 o0 aw < 0,92, productos con pH <5y
aw <0,94, productos con una vida util < 5 dias, cualquier otro producto,

siempre que se justifique cientificamente.
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Siendo: n, nimero de unidades de que se compone la muestra; ¢, nUmero de
unidades de la muestra cuyo numero de bacterias podra situarse entre m y M,;
m, valor umbral del numero de bacterias; M, valor limite del numero de
bacterias.

Otros paises tiene una legislacion mucho mas exigente respecto a L.
monocytogenes, como es el caso de EEUU, Japdén, Canada que establece
tolerancia cero, para este microorganismo. (Marco, 2012).

En El Salvador de acuerdo al Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA)
67.04.50:08. Alimentos. Criterios Microbiolégicos para la Inocuidad de
Alimentos. Seccion 8 Grupo de alimentos Carne y productos carnicos.
Subgrupo de alimentos. 8.2 Productos carnicos cocidos y curados (embutidos).
La tolerancia es ausencia en 25¢.Y de acuerdo a la Norma Salvadorefia

67.02.13:98 Carnes y Productos Carnicos Embutidos. Ausencia/g

Ademas EI Ministerio de Salud y Asistencia Social (MINSAL).Tiene la
responsabilidad de la aplicacién de la Norma Sanitaria para la Autorizacion y
Control de Fabricas de Alimentos y Bebidas Procesadas, No. 001-2004-A; la
cual establece los requisitos sanitarios que deben cumplir los establecimientos
alimentarios para la autorizacion de instalacion y funcionamiento, ademas del
permiso sanitario de los medios de transporte. A estas normas quedan sujetas
todas las personas naturales o juridicas que produzcan, fabriquen, almacenen,
distribuyan o expendan alimentos procesados y los que se dediquen al
transporte de los mismos.

A la vez, el MINSAL ha emitido la Norma Sanitaria para la Autorizacion y
Control de Fabricas de Embutidos y Productos Carnicos Procesados en
General, No. 003-2003;la cual se aplica a los establecimientos dedicados a la
fabricacion, almacenaje y/o distribucion de embutidos y productos carnicos

procesados en general, y contiene los requisitos minimos de higiene en la
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produccion, manipulacién, empacado y almacenamiento de los mismos, con el
fin de asegurar un suministro de tales productos carnicos en condiciones
higiénico-sanitarias. No se regulan en esta Norma las consideraciones
higiénicas relativas a la matanza o sacrificio de los animales destinados al
consumo humanao.

Asimismo, al MINSAL le corresponde la aplicacion de la Ley y Reglamento de la
Inspeccion Sanitaria de la Carne, en conjunto con el Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (MAG); siendo que a este ultimo le corresponde la inspeccion en
mataderos y al MINSAL en establecimientos industriales de la carne y sus

derivados y en los expendios al publico consumidor. (Romano, 2012).

A pesar de los esfuerzos realizados a la fecha este microorganismo constituye

aun un desafio que el hombre debera vencer. (Mateada, 2013).
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METODOLOGIA DE INVESTIGACION.

Metodologia de campo

La primera etapa de la investigacién consistié en hacer un diagndstico de
la planta procesadora de productos carnicos donde se verifico el grado de
cumplimiento de las Buenas Préacticas de Manufactura. (Cuadro N°4)

Se realizaron entrevistas al gerente y a los técnicos de produccion de la

planta de acuerdo a la lista de verificacion

Recoleccion de Muestras.

Las muestras fueron recolectadas en la planta carnica el dia de su
producciéon lo que se design6 como tiempo cero (To). Ahi mismo se
contaminaron artificialmente las salchichas inoculando en los extremos
de la salchicha 1ml de dilucion 10-°equivalente a 100 UFC/mL
(concentracion estimada por recuentos en placa que fueron verificados
previos a la inoculacioén) de Listeria monocytogenes ATCC 13932.

Luego de contaminar las salchichas una a una, se formaron los grupos
de la siguiente manera: Para las de granel 10 grupos de salchichas de 3
unidades cada uno, se colocaron en bolsas estériles Whirl — pack de 6
0z. Las salchichas empacadas a vacio después de contaminarlas se
colocaron de tres unidades por bolsa, luego se les aplicé el vacio,
haciendo un total de 12 paquetes. Ademas se obtuvo una cantidad
adicional de ambos productos para las determinaciones fisicas de
humedad y pH, y las que utilizaran como muestras blanco.

Se identificaron los paquetes con el nombre, fecha de produccion,
temperaturas y tiempos de almacenamiento. Se transportaron en
hieleras, las de la condicion de temperatura de 5°C con hielo y provistos
de termdémetro calibrado y las de temperatura ambiente sin hielo. Hasta

el Laboratorio de Calidad Integral FUSADES, donde se almacenaron en
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las condiciones establecidas. Los equipos en el Laboratorio tienen sus
programas de mantenimiento y calibracion para los instrumentos de
medicidon de temperaturas, ya que se encuentra acreditado bajo la Norma
ISO/IEC 17025.

Se realizaron las evaluaciones microbiolégicas, y fisicas
correspondientes al tiempo cero. (El tiempo TO comprende desde el
momento de la contaminacibn mas un tiempo aproximado de cuatro

horas hasta la realizacion de las evaluaciones analiticas).

Metodologia de Laboratorio

Preparacion del inoculo de Listeria monocytogenes

43.1.1 Del material de referencia ATCC N°13932 de Listeria

4.3.2

monocytogenes se tomO una asada y se suspendié en diluyente
Butterfield’s. A partir de esta primera dilucion, se prepararon las
demas tomando 10 mL agregando 90 mL de diluyente
(Butterfield’s) se agité 5 veces con lo cual se obtendra la dilucién
10, y asi sucesivamente hasta llegar a la diluciéon 10° UFC/ mL.
(Esta dilucion fue cuantificada por siembra en esparcido en placas
de agar Oxford y agar Cromo génico con anterioridad para poder
obtener el recuento de 100 ufc/mL. Tabla N°35).Siendo esta ultima
la que se utilizd para hacer la contaminacion artificial a las

salchichas. (Figura No.17).

Metodologia analitica Microbiolégica.

4321 Se realizaron las determinaciones analiticas en los siguientes

intervalos de tiempo, salchicha empacada a vacio y a granel en
temperatura de almacenamiento de 25°C TO, T1, T2 y T4. Granel
a temperatura de 5°C TO, T1, T2, T4, T8. Y vacio a temperatura de
5°C TO, T1, T2, T4, T8, T16 y T32 tomando en cuenta el

vencimiento otorgado por el fabricante del producto que fue de 8
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dias para granel refrigeracion y 30 dias para vacio a la misma
temperatura. Haciendo un total de 60 analisis

Las determinaciones microbiolégicas se realizaron con la
metodologia analitica del Bacteriologycal Analytical Manual (BAM),
on line, chapter 10, 2011. (Figura N° 18)

Se pes6 50 gramos en balanza semi analitica en una bolsa estéril
Seward 400.

Se agreg6 450mL de caldo de enriquecimiento de listeria (BLEB),
se homogenizé por 2 minutos en Homogenizador Stomacher
Seward 400.

Se Incubd el enriquecimiento a 30+ 1°C por 24y 48 + 2h.

Se tom61mL del enriquecimiento y se esparcioé sobre la superficie
de placas con medios de cultivo, tres de agar Cromo génico y
tres de agar Oxford, se dejé a que el inGculo se secara, se incubd
a 35+ 1°C/ 24h.

Se utilizé en cada una de las verificaciones la suspension de
listeria monocytogenes (dilucién 10°equivalente a 100 UFC/mL de
Listeria monocytogenes) como control positivo y como control
negativo o blanco el producto natural que fue almacenado en las
mismas condiciones que el contaminado.

Se hicieron los recuentos de las colonias desarrolladas que
presentaron las caracteristicas morfolégicas de Listeria
monocytogenes. (Tablas N°27, 28, 29 y 30)

Se realizé la identificacion bioquimica por fermentacion de azulcar,
movilidad, CAM Test y API.



63

4.3.4 Determinaciones Fisicas

434.1 Humedad en un Analizador Halégeno de Humedad.

434.1.1 Se pesoO 1 g de muestra directamente en el equipo.

434.1.2 Se programé el equipo a temperatura de secado escalonado.
Comenzando con 160°C/3min, luego 140°C hasta finalizacion de
secado.

4.3.4.1.3 El equipo automaticamente provee el % de humedad.

4.3.4.1.4 Se registraron los resultados (Tabla N°31)

4.3.5 Determinacion pH.

435.1 Se pes6lgde muestra se agregd 100 mL de agua destilada.

4.35.2 Se homogeniz6 y se tomo la lectura de pH en un potenciémetro
marca Orion, modelo 720 A.

4.35.3 Se registraron los resultados. (Tabla N°31).
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5.1 Resultados de Buenas Practicas de Manufactura

Tabla No. 2 se presenté de forma global los resultados obtenidos de los
aspectos evaluados en la comprobacion del cumplimiento de las buenas
practicas de manufactura.

Tabla No. 2 - Lista de verificacion de los Aspectos Sanitarios Generales de los
Establecimientos Alimentarios.

Aspectos Evaluados Pgntaje Puntage
asignado | obtenido
1. Ubicacion y alrededores 2 1
2. Instalaciones Fisicas 2 1
3. Pisos 2 2
4. Paredes y techos 4 3
5. Ventanas y puertas 3 3
6. lluminacién y ventilacién 6 3
7. Cantidad y Calidad de agua 8 8
8. Sistema de Desaglie, manejo y disposicion de
deshechos 6 4
9. Desechos Sdlidos 7 7
10. Instalaciones Sanitarias 6 5
11. Limpieza y Desinfeccién 9 7
12. Disefo de equipo y utensilios 9 4
13. Control de insectos y roedores 8 8
14. Higiene del personal, requisitos sanitarios 20 17
15. Conservacion de las materias primas,
empaques, manejo de sustancias Quimicas y
Registros Sanitarios 8 7
TOTAL PMA| 100
TOTAL SPO 80
TOTAL PN/A 0

Fuente: Norma Técnica-Sanitaria para la autorizacion y control de fabricas de alimentos y
bebidas procesadas N0-001-2004-A.Publicada en Diario Oficial Tomo N° 364 San
Salvador, 6 de julio 2004

Se calcul6 el puntaje obtenido aplicando la siguiente férmula:
Total de puntos obtenidos: 80  80/100-0*100

Donde SPO: suma puntos obtenidos SPO
PMA: puntaje maximo asignado PMA-PN/A
PN/A: puntos que no aplican

x 100

N/A: Cuando el aspecto a evaluar exigido por la
norma no sea necesario (Escribir N/A en el interior
de la casilla de la tabla de calificacion.
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Fig. N° 4 Lista de verificacion de Buenas Practicas de Manufactura.

BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA
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La figura N°4 mostré los resultados obtenidos en la verificacién de las buenas
practicas de manufactura de la empresa productora de las salchichas, se
utilizé la lista de chequeo (cuadro N°4), Tomada de la Norma Técnica-
Sanitaria para la autorizacion y control de fabricas de alimentos y bebidas
procesadasNo-001-2004-A. Publicada en Diario Oficial Tomo N° 364.

Los hallazgos encontrados son los siguientes: La empresa cuenta con registro
sanitario como productora artesanal. Ya se tienen implementados los siguientes
programas: De limpieza y sanitizacién, manejo de aguas residual, exterminio de
insectos y roedores, materia prima de proveedores certificados, control de

calidad de agua potable.
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Areas de produccion y aseguramiento de calidad a cargo de profesionales el
personal en general es frecuentemente capacitado en BPM y seguridad

Industrial.

Existen férmulas patrones de los diferentes productos, se lleva bitacora de
produccion donde se registran materias primas usadas por tipo de producto,

célculos para reflejar la productividad, lotes y fechas de vencimiento.

Se tiene establecido la vida util de los productos, para el caso de salchichas
empacadas a granel es de 8 dias y para las empacadas a vacio de 30 dias

conservadas a temperatura de refrigeracion.

No se efectua verificacion de la eficacia del proceso de limpieza y sanitizacion

de los equipos, para autorizarlos y comenzar un nuevo lote de produccién.

Los equipos en la distribucion de la planta se encontraron en el orden
adecuado de acuerdo a la funcidon que desempefan, pero no hay separacion de
areas, (es decir area de produccién, empaque, coccion y almacenamiento en

cuarto frio). Por lo que se expone a contaminaciones cruzadas.

Se observaron paredes con partes deterioradas y algunas instalaciones
eléctricas colgando del techo y otras improvisadas y sin proteccion.

El area de coccion se encontré que las paredes estan construidas hasta la
mitad y luego estan con malla ciclén esto permite que ingrese polvo, roedores,

otros animales e insectos que puedan contaminar el producto.

En el cuarto frio en el momento de la verificacion se encontré almacenado
producto terminado y materia prima (las canales de carne). Por lo que existe un

alto riesgo de contaminacion cruzada.

El proceso de coccion de las salchichas no se controla adecuadamente no hay
verificacion de la temperatura interna del producto que se esta cocinando. Las
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salchichas fueron colocadas en un recipiente de aluminio con agua hirviendo,
donde se sumergen las salchichas y no hay control de uniformidad de

temperatura, ni se verifico la temperatura interna del producto.

El proceso de enfriamiento se verifica en la misma area de coccion y consistid
en sumergir las salchichas en un recipiente con agua con hielo y luego se
colocaron en cestas (que estaban en el suelo), para almacenar en cuarto frio,

esto expone al producto a contaminacion post proceso.

Las bodegas de materia prima seca y material de empaque y embalaje ademas
de ser pequefias no garantizan que no se vaya a dar una contaminacion

cruzada o confusion de productos.

El area donde se lavan y sanitizan las cestas para almacenar y transportar el
producto se encontrd abierto con paredes a la mitad entonces se encuentra

expuesta al polvo y a las plagas.

No se han establecido los puntos criticos de control en el flujograma de

produccioén del proceso.

En la evaluacion del efecto de empaque y temperatura de almacenamiento en
la supervivencia de L.monocytogenes en salchichas, los resultados obtenidos
Tablas N° 3,4,5,6. Fueron analizados evaluando primero efecto de temperatura

y segundo efecto de empaque.

En el primer caso para evidenciar el efecto de temperatura de almacenamiento
se mantuvo constante el empaque es decir para un mismo empaque cual fue la
influencia de utilizar dos temperaturas de almacenamiento. (Figura N° 5y 6); y
en el segundo caso se evaluo el efecto de empaque para ello se mantuvo

constante la temperatura. (Figuras N° 7 y 8).



5.2.1 Efecto de la Temperatura sobre el crecimiento de Listeria

monocytogenes en empague vacio y granel.

Tabla N°3 Evaluacién del efecto de la Temperatura en el crecimiento de

Listeria monocytogenes en empaque al vacio

UFC/
Tiempo/Dias g Log UFC /g
T:5°C T: 25°C T:5°C T: 25°C
0 85 142 1.93 2.15
1 198 229 2.30 2.36
2 337 525 2.53 2.72
4 550 737 2.74 2.87
EFECTO DE LA TEMPERATURA
4.00
3.50
3.00
2 250
O
5 2.00
) —=4=T5°C
S 150
1.00 —=8—T: 25°C
0.50
0.00
0 1 2 4
Tiempo/Dias

Fig. N°5. Crecimiento de Listeria monocytogenes empaque al vacio
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La figura N°5 demostré quelas dos temperaturas de almacenamiento

permitieron el crecimiento de Listeria monocytogenes aln que se

encontré6 empacada a vacio. En el caso de temperatura de 25°C alcanzé

concentraciones mayores en UFC/g.
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Tabla N°4 Evaluacion del efecto de la Temperatura en el crecimiento de Listeria

monocytogenes en empagque a granel.

Tiempo/Dias UFC /g Log UFC /g
T:5°C T: 25°C T:5°C T:25°C
0 296 796 2.47 2.90
1 618 1206 2.79 3.08
2 639 1475 2.81 3.17
4 819 2085 2.91 3.32

EFECTO DE LA TEMPERATURA
4.00
3.50
3.00 4%'.:0.
2 250
Q 2.00 .
S 150 ——T5°C
3 1.00 ~@-T: 25°C
0.50
0.00
0 1 2 4
Tiempo/Dias

Fig. N° 6 Crecimiento de Listeria monocytogenes empaque a granel

En la figura N° 6 se observo cual fue el efecto de temperatura en la
supervivencia de Listeria monocytogenes en salchicha empacada a granel,
Obteniéndose que la bacteria sobrevivio a las dos temperaturas de
almacenamiento.

Comparando las figuras 5 y 6 se demostré que por efecto de temperatura la
supervivencia y crecimiento de Listeria monocytogenes alcanz6 valores en

UCF/g mayores a temperatura de 25°C para los dos empaques.
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5.2.2 Evaluacion del efecto del empaque sobre el crecimiento de Listeria

Tabla

monocytogenes a temperatura de 5°C y 25° C.

N°5 Crecimiento de Listeria monocytogenes evaluando efecto de

empaque a temperatura de 5°C

. . UFC/g Log UFC/ g
Tiempo/Dias _
Vacio Granel Vacio | Granel
0 85 296 1.93 2.47
1 198 618 2.30 2.79
2 337 639 2.53 2.81
4 550 819 2.74 2.91
EFECTO DEL EMPAQUE
4.00
3.50
3.00
e
~ 2.50
i 2.00
?" - - =¢= Vacio
9 150
1.00 == Granel
0.50
0.00

1 2 4
Tiempo/Dias

Fig. N°7 Crecimiento de Listeria monocytogenes en temperatura de 5°C

En la figura N° 7 mostrd el efecto del empaque observandose que en ambos

empaques Listeria monocytogenes demostrd crecimiento en temperatura de

refrigeraciéon de 5°C.siendolos valores de UFC/g mayor para el empaque a

granel.
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Tabla N°6 Crecimiento de Listeria monocytogenes evaluando efecto de
empaque a Temperatura 25°C
Log UFC/
Tiempo/Dias UFC /g - 9 J
Vacio Granel Vacio Granel

0 142 797 2.15 2.90

1 230 1206 2.36 3.08

2 525 1475 2.72 3.17

4 738 2085 2.87 3.32

EFECTO DEL EMPAQUE
4.00
3.50
- —

2 250 —
2 2.00
?o 1.50 —o— Vacio
3 1.00 == Granel

0.50

0.00

(] 1 2 4
Tiempo/Dias

Fig. N°8 Crecimiento de Listeria monocytogenes en temperatura de 25°C

En la figura N° 8 se observé que el comportamiento del crecimiento de Listeria

monocytogenes por efecto de empaque

a temperatura de 25°C, los dos

empaques permitieron crecimiento. Al comparar el comportamiento manifestado

por la bacteria figuras 7 y 8, por efecto de empaque, se observo que en las dos

temperaturas (5°C y 25°C) el numero de UFC/g fueron mayores en las

salchichas empacadas a granel.
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5.2.3 Relacion del crecimiento Listeria monocytogenes y el tiempo de

almacenamiento de las salchichas en las dos temperaturas y empaques.

Formula general en el modelo racional que predice la cantidad de UFC/gr
en Dias: Y= a+b (x)/1+c (x)+d (x?) donde Y es UFC/g vy x es igual a cada tiempo en dias
UFC/g = 8.5715+(7.9817) (16) / (1 + (-1.8946) (16) + (3.5333 (16”2))

Vacio 5°C

6.00E+02

5.00E+02 —~
o0 4.00E+02 / \ R72=0.9069
O 3.00E+02 / \

= 2.00E+02 / \

1.00E+02 —_——

O-OOE+OO T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo / Dias

Fig. N°9 — Crecimiento en vacio a 5°C

En la figuraN°9 se demostr6 que Listeria monocytogenes experimentod
sobrevivencia durante los 32 dias de almacenamiento en condiciones de 5°Cy
empaque a vacio. Evidencid que en los primeros cinco dias es donde se obtuvo
el maximo valor de UFC/g a partir de este comenzd a decrecer. EI modelo
indicod que bajo las condiciones de almacenamiento de 5°C y empaque a vacio
Listeria monocytogenes, permanece viable durante el periodo de vida util del
producto que para el caso de la salchichas utilizadas en la investigacion es de
30 dias. Ademas se observl que presentd el maximo crecimiento a los cinco
dias. Este comportamiento indicé el grave riesgo de consumir el producto
dentro de la vigencia de su vida util y estar la bacteria en concentraciones

peligrosas.
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La siguiente figura mostro el comportamiento de la bacteria en empaque a
vacio pero a la temperatura de almacenamiento ambiente de 25°C.
Formula general en el modelo racional que predice la cantidad de UFC/gr
en Dias: Y= a + b (x)/1+c(x)+d (x*) donde Y es UFC/g vy x es igual a cada tiempo en
dias UFC/g = 1.42+ (-2.9980) (4) / (1 + (-6.0121) (4) + (8.9675 (412))

4 o
Vacio 25°C
2.00E+04
A =
1.50E+04 /.\ R72=0.9755
w 1.00E+04
~N
: [\
D 5.00E+03 \
0.00E+00 S T — T T , . . .
9 2 4 6 8 10 12 14 16
-5.00E+03

Tiempo / Dias

Fig. N°10 — Crecimiento en vacio a 25°C

La figura N°10 Demostré que el maximo de crecimiento se obtuvo a los tres
dias. Pero bajo estas condiciones ya existid evidencia de aspectos sensoriales
anormales de color, olor y textura. Por lo que se asume el producto no sera
consumido.

Comparando las figuras 9 y 10 se observdé que el comportamiento de la
bacteria en salchichas en condiciones de empaque a vacio pero bajo la
influencia de temperatura la supervivencia y crecimiento en ufc/g es mayor a
25°C. A pesar que el crecimiento es mayor el mas grande riesgo lo constituye
las almacenadas a 5°C debido a que el producto mantiene sus caracteristicas
sensoriales aceptables no hay evidencia visible del crecimiento de la bacteria y

el producto puede ser consumido.
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El comportamiento de crecimiento de la bacteria a granel se mostro en la

siguiente figura No.11

Formula general en el modelo racional que predice la cantidad de UFC/gr

en Dias: Y= a+b (x)/1+c (x)+d (x’) donde Y es UFC/g vy x es igual a cada tiempo en

dias. UFC/g =2.96010+(1.02375) (8) / (1 + (1.75165) ( 8) + (-1.22596 (872))
Granel 5°C
3.00E+04
R"2=0.9804
2.00E+04 / \
% 1 00E+04
~
S |\
> 0.00E+00 Y T ——— T T T |
0 2 4 6 8 10 12 14 \ 16
-1.00E+04 \
-2.00E+04
Tiempo / Dias

Fig. N° 11 Crecimiento de Listeria monocytogenes en empaque a granel

La figura N°11 el modelo indic6 que por efecto de temperatura de refrigeracion
y empaque a granel, la bacteria mantuvo la supervivencia por un periodo de 12
dias con incrementos minimos en los valores de ufc/g, pero a partir del dia 13
comienza a aumentar experimentando el valor maximo a los 14 dias y luego

decae.

Este comportamiento sugiri6 que podemos almacenar en refrigeracion la
salchicha y durante doce dias esta puede mantener sus caracteristicas de
color, olor y textura apropiadas, es decir sin un signo que pueda indicarnos que

el producto no deberia ser consumido.
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El comportamiento de la Listeria monocytogenes en empaque a granel pero a

temperatura ambiental de 25°C

Formula general en el modelo racional que predice la cantidad de UFC/gr
en Dias: Y=a + b (x)/1 +c (x)+ d (x*)donde Y es UFC/g y x es igual a cada tiempo en
dias UFC/g = 7.9650+(-1.6024) (4) / (1 + (-1.4659) ( 4) + 1.74973 (4/2))

Granel 25°C

3.00E+04

2.50E+04
N =
2.00E+04 /\ R"2=0.9815

/
1.50E+04
/

1.00E+04
J

5.00E+03 ———
0-00E+00 T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16

-5.00E+03

-1.00E+04

-1.50E+04

-2.00E+04

Fig. N°12 — Crecimiento a granel a 25°C

En la figura N°12 se observo que las salchichas en condiciones de granel a
25°C, el aumento en las ufc/g comenzd a los 6 dias y el maximo se obtuvo a
los ocho dias. Poniendo de manifiesto al comparar las figuras 11 y 12que la
influencia de la temperatura ambiental aceleré el crecimiento. Ya que en
temperatura de 5°C el valor mas grande de UFC/g se alcanzé a los doce dias y

en 25°C a los ocho dias.
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5.2.4 Verificacion de los cambios de humedad en los diferentes tiempos y

condiciones de almacenamiento.

Tabla N°7 Resultados de humedad a Granel

Tiempo | Granel 25°C | Granel 5°C
T0 67.52 68.04
T1 67.30 66.79
T2 68.38 67.23
T4 69.04 68.13
T8 70.68
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RESULTADOS HUMEDAD

70

/

69

/

—

68
67
66

% HUMEDAD

2*‘{

/

4— Granel 25°C

== Granel 5°C

65

TO T1 T2 T4 T8
Granel 25°C| 67.52 67.30 68.38 69.04
Granel 5°C 68.04 66.79 67.23 68.13 70.68
DIAS

Fig. N°13 - Humedad en Salchicha empacada a granel

La figura N°13 demostraron los cambios efectuados en el porcentaje de

humedad en las salchichas a granel durante los dias de almacenamiento,

observandose que para las dos temperaturas, en el tiempo T1 existio

disminucién en el % de humedad. Luego a partir del tiempo de almacenamiento

del T2,T4,T8 el % humedad aument6 probablemente el empaque a granel

permitié ingreso de humedad ambiental.



Tabla N°8 Resultados de humedad a Vacio

Tiempo | Vacio 25°C | Vacio 5°C
T0 69.40 68.74
T1 68.55 68.53
T2 67.95 68.07
T4 66.33 67.47
T8 66.15

T16 65.54
T32 65.05

70.00

RESULTADOS HUMEDAD

69.50

e

69.00
68.50

68.00

67.50

67.00

66.50

% HUMEDAD

66.00
65.50

65.00

TO T1 T2 T4 T8 T16

T32

Vacio 25°C

69.40 | 6855 | 67.95 | 66.33

Vacio5°C

68.74 | 6853 | 68.07 | 67.47 | 66.15 | 6554

65.05

Dias

Vacio
25°C

Vacio
5°C

Fig. N° 14 Humedad empacada a vacio

En la figura N°14 se observé que el % de humedad disminuyé en las dos
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temperaturas de almacenamiento. Siendo los valores del tiempo T1 y tiempo T2

similares, luego en el tiempo T4 en temperatura de 25°C se pierde humedad

mas rapidamente en comparacion con la de temperatura de 5°C cuya pérdida

de humedad se dio en forma gradual.
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5.2.5 Verificacion de los de pH en los diferentes tiempos y condiciones

de almacenamiento.

Tabla N° 9 Resultados de pH en empaque a vacio

Tiempo | Vacio 25°C | Vacio 5°C
pH pH
TO 6.58 6.87
T1 6.59 6.82
T2 6.11 6.83
T4 5.21 6.79
T8 4.99
T16 4.88
T32 4.75
Resultados PH
7.3
z 67 | —=
S . l—.—-—\
% 6.4 \
g & =% v
S 5:5 \ \ Vacio
5 5.2 \ \
4.9 E—.i_._ Vacio
4.6 5°C
4.3
4
TO T1 T2 T4 T8 | T16 | T32
Vacio 25°C| 6.58 | 6.59 | 6.11 | 5.21
Vacio5°C | 6.87 | 6.82 | 6.83 | 6.79 | 4.99 | 4.88 | 4.75
Dias

Fig. N°15 - pH empacada a vacio

La figura N°15 demostr6 que en empaque a vacio los valores de pH

disminuyeron, en las dos temperaturas de almacenamiento. Es de hacer notar

gue a temperatura de almacenamiento de 5°C en los primeros cuatro dias se

mantuvieron

constantes los valores de pH,

y a partir del tiempo T4

experimentaron la caida mayor y en los restantes tiempos volvié a comportarse

como al inicio. En cambio para la temperatura de 25°C solamente en las

primeras 24 horas de almacenamiento se observé valores constantes y luego

ya experimento el decaimiento en los valores de pH.



Tabla N° 10 Resultados de pH en empaque a granel

Tiempo Granel 25°C Granel 5°C
PH pH
TO 6.63 6.69
T1 5.93 6.47
T2 54 6.80
T4 5.10 6.57
T8 455
T16
T32
Resultados PH
7
6.7 '_W
6.4
6.1 N\ \
T 5.8 \ \
% 5.5 \ \ o= Granel 25°C
2 ~—_  \
2 ' I \ .
S 4.9 «=fil==Granel 5°C
2 4 N
> 43
4
TO T1 T2 T4 T8
Granel 25°C 6.63 5.93 5.4 5.10
Granel 5°C 6.69 6.47 6.80 6.57 4.55
Dias

Fig. N°16 - pH en empaque a granel
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La figura N°16 Se observd que para las salchichas a granel en las dos

temperaturas de almacenamiento

los valores

de

pH disminuyeron,

obteniéndose que para la temperatura de 25°C los valores son mas bajos que

para la de 5°C. ya que a los 5°C mantuvo valores similares en los primeros

cuatro dias de almacenamiento y es hasta el tiempo ocho que se observo la

disminucion mayor.
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Analisis estadistico

El procesamiento de la informacién de los resultados analiticos, se realizé
mediante el paquete estadistico SPSS para Windows v10 para cada tiempo de
almacenamiento TO, T1, T2, T4. Los factores fueron empaque a vacio y a
granel y temperatura de almacenamiento de 5°C y 25°C. El andlisis de
varianza (ANOVA) determind que existieron diferencias estadisticamente
significativas a un nivel de confianza de 95 %, en los grupos durante los dias de
almacenamiento. Tablas N° (T0) 11,12, 13, (T1) 15, 16, 17, (T2) 19, 20, 21, (T4)
23,24y 25.

Como los valores de supervivencia de Listeria monocytogenes en los diferentes
grupos evidenciaron diferencia entre ellos, se realizé la prueba de
comparaciones multiples de Tukey, para establecer entre cuales tratamientos
existio diferencia significativa, luego se realizaron pruebas de comparaciones
gue mide la diferencia de los valores de las medias de grupos en términos de
varianzas intergrupales. Tablas N° (T0) 14, (T1) 18, (T2) 22 y (T4) 26.

Encontrandose que, para el tiempo TO, existié diferencia significativa entre las
medias de los subconjunto vacio de 5°C, vacio de 25°C, granel de 5°C y granel
de 25°C(Tabla N° 14). Esto pudo deberse a que el TO incluyé un periodo
aproximado de cuatro horas desde el momento de la inoculacion hasta la

realizacion de las determinaciones analiticas correspondiente a este tiempo,

Para el tiempo T1 los subconjuntos vacio a 25 y vacio de 5°C son iguales y
para la condicién de granel diferente (Tabla N° 18) comprobandose que el
empaque a vacio permitio el crecimiento de la bacteria independientemente de

la temperatura.

En el tiempo T2 se demostro diferencia significativa entre los cuatro
subconjuntos (Tabla N° 22)



82

Los subconjuntos en el tiempo T4 demostraron que el empaque vacio de 25°C
y Granel de 5°C no existio diferencia en estos subconjuntos, mientras que para

vacio de 5°C y Granel de 25°C si hubo diferencia.

En este caso lo que se evidencié que el tiempo de almacenamiento permitio
gue las salchichas empacadas a vacio desarrollara un crecimiento tan grande
como el manifestado en las salchichas empacadas a granel y que la
temperatura de refrigeracion de 5°C es un factor favorable para el crecimiento

de L.monocytogenes.
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VI CONCLUSIONES

1. En la planta productora de salchichas los programas pre-requisito de
limpieza, desinfeccion y saneamiento, estan documentados pero requieren
implementar los controles que validen dichos procesos. Esto explicaria por
gué, el porcentaje de cumplimiento en aspectos como condiciones del
area de elaboracion, equipos y utensilios, requisitos higiénicos de

fabricacion no se cumple en su totalidad.

2. Del puntaje médximo asignados en los 15 items que la norma establece
para el buen funcionamiento de estas fabricas. Solamente se alcanzoé el
80% de cumplimiento, lo que indico que la empresa se encontré en el
minimo exigido para el funcionamiento. Esto permite acciones de mejoras

para llegar a obtener el 100% esperado.

3. El empaque a vacio no constituyé una barrera suficiente para inhibir el
crecimiento de Listeria monocytogenes. Desde el punto de vista de salud
publica este comportamiento es muy preocupante, porque el uso de
empaques a vacio sirve para establecer un periodo mas largo de vida util
que un producto empacado a granel. Y esto puede permitir que la bacteria

alcance concentraciones riesgosas.

4. Las temperaturas de refrigeracion son favorables para el crecimiento de
Listeria monocytogenes durante el almacenamiento, por lo tanto si los
productos carnicos, como las salchichas, no son elaboradoras bajo
buenas practicas se aumenta el riesgo que la bacteria se multiplique si

ésta se encuentra presente en el alimento.
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Al evaluar el efecto de empaque y temperatura de almacenamiento en el
comportamiento de la supervivencia y crecimiento de Listeria
monocytogenes el crecimiento fue mayor en condiciones de desafio como
la de 25°C y empaque a granel, en cambio a temperatura de refrigeracion

y empaque a vacio el desarrollo de la bacteria se limita.

Listeria monocytogenes es susceptible al calor por lo tanto es féacil
eliminarla por medio de procesos térmicos, sin embargo la principal
preocupacion debe ser el control de la temperatura de coccion y el

garantizar que se alcance esta temperatura en el centro de las salchicha.

El almacenamiento a temperaturas de refrigeracion y empaque a vacio no
representaron condiciones que evitaron el crecimiento de Listeria
monocytogenes. Razén por la cual es necesario garantizar desde origen el
control del patégeno y luego en todo el proceso de produccion y
distribucion. Por lo que es importante la implementacion del sistema de

control de puntos criticos de control (HACCP).

La temperatura de 25°C influencié de manera significativa el crecimiento
de la bacteria. Ya que al comparar el comportamiento de Listeria
monocytogenes en el mismo empaque pero a las dos temperaturas de 5°C
y 25°C el crecimiento a temperatura ambiente es mayor. Por lo que estos
productos no deben mantenerse a temperatura ambiente por periodos

prolongados.

El mayor riesgo se puede encontrar en refrigeradores de hogar donde no
se puede controlar adecuadamente la temperatura y la forma de
almacenar productos. Esto generalmente propicia contaminaciones
cruzadas. Ademas las salchichas pueden no ser consumidas todas de una

sola vez y guardar el remanente para consumo posterior con esto
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estariamos contaminando otros alimentos que se almacenen en

refrigeracion.

La disminucion en los valores de pH pudo haberse debido a la
proliferacion de la flora acompafante en los productos céarnicos, ya que
los valores mas bajos se obtuvieron en el caso de la salchicha empacada
a vacio y en temperaturas de refrigeracion (5°C) es decir en el periodo
mas largo de almacenamiento. El envasado al vacio, al eliminar el
oxigeno, favorece el crecimiento de levaduras anaerobias facultativas y de

bacterias acido lacticas hetero fermentativas.

El aumento en el porcentaje de humedad de la salchicha empacada a
granel se relacion6 con humedad ambiental; en cambio la empacada al
vacio probablemente su disminucion fue debida a que el empaque sirvio

de barrera que no permitié obtener humedad ambiental.

En el analisis estadistico se demostrd que la temperatura de refrigeracion
y el empaqgue a vacio permiti6 el crecimiento de la bacteria,
comprobandose la hipétesis alterna es decir que el empaque a vacio y
temperatura de almacenamiento de 5°C no inhiben el crecimiento de L.

monocytogenes.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES

87



88

VIl RECOMENDACIONES

1 Continuar con la implementacion del manual de la buenas practicas de
manufactura y la validacion de los programas prerrequisitos SOP’s y
SSOP’s que son la base para el establecimiento del sistema de analisis de

riesgos y control de los puntos criticos (HACCP).

2 Establecer dentro del proceso de produccion de salchichas tipo Hot-Dog de
la planta artesanal los siguientes puntos criticos de control: PCC 1
Temperatura de coccién por ser este el Unico tratamiento térmico que
garantiza la eliminacion del patégeno. PCC 2: En é&rea de produccién se
requiere detector de metales, para controlar el peligro fisico debido a la
posibilidad de hallar fragmentos o particulas metéalicas al interior de las
salchichas.PCC 3 Separacién de areas de almacenamiento en cuarto frio
para evitar el riesgo de contaminacién cruzada de producto terminado con

productos crudos.

3 Cerrar completamente las areas de lavabo de cesta y de coccion
eliminando la malla ciclon para evitar el ingreso de plagas. Subsanar las

paredes que se encontraron deterioradas por la humedad.

4 Colocar extractores de humo en el area de cocimiento y ahumado.

5 Mantener control de la temperatura de refrigeracion para productos
perecederos en toda la cadena, es decir, desde su produccion,
almacenamiento, distribucion, comercio de venta al por mayor o menor y

consumidores de forma constante.

6 Cuidar de no mantener las salchichas “Hot dog” a temperatura ambiente.
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Considerar que el empaque a vacio es una buena opcién para lograr la vida
atil en productos carnicos, pero requiere que los contaminantes
microbiolégicos y especialmente patdégenos sean controladas desde el

origen.

Utilizar ademéas de empaque a vacio el concepto de barreras su inhibitorias
para el crecimiento microbiano como bajos pH, aw, 0 una corta vida Uutil,
junto con una constante supervision de la temperatura del producto, el
concepto de obstaculos ofrecen una barrera completa al crecimiento y es

necesaria para garantizar la seguridad de los alimentos.

Enfatizar la importancia que la industria carnica implemente sistemas de
analisis de peligros y control de puntos criticos como la herramienta que
contribuyen al aseguramiento de la calidad en la produccion de alimentos

para que sean seguros, saludables e inocuos.

Al consumidor lo que indica la USDA que al comprar salchichas para “Hot
dog,” llevarlas directamente de la tienda al hogar y refrigerarlas o
congelarlas inmediatamente. Si la etiqueta no lleva fecha, el producto se
puede refrigerar por dos semanas si el paguete esta cerrado, o una semana
si el paquete esta abierto. Para la mejor calidad, congele las salchichas “Hot

dog” por no mas de uno o dos meses.
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TablaNo.11
Analisis Estadistico tiempo TO

Tiempo de almacenamiento TO (comprende el momento de la inoculacién hasta
un tiempo adicional de cuatro horas hasta el analisis)

Factores: Empaque y temperatura

Factores Etiqueta del
valor N
EMPAQUE 1 VACIO 12
2 GRANEL 12
TEMPERATURA 5 50C 12
25 25°C 12
Tabla No.12

Media y desviacion estandar en UFC/g

Variable dependiente: TO

EMPAQUE TEMPERATURA Media Desviacion tipica N
VACIO 50C 84.67 4.227 6
25°C 142.00 4.858 6
Total 113.33 30.254 12
GRANEL 50C 296.00 5.657 6
25°C 796.50 61.880 6
Total 546.25 264.714 12
Total 5°C 190.33 110.468 12
25°C 469.25 344.354 12
Total 329.79 287.824 24




Tabla No.13

Analisis de varianza en UFC/g
Tomando las interacciones empaque y temperatura

106

TO
Suma de

Origen cuadrados tipo Il gl Media cuadratica F Sig.
[Modelo corregido 1885863.125° 3 628621.042 | 644.315 .000

Interseccion 2610301.042 1 2610301.042 | 2675.471 .000

EMPAQUE 1124501.042 1 1124501.042 | 1152.576 .000

TEMPERATURA 466767.042 1 466767.042 478.421 .000

EMPAQUE * 294595.042 1 294595.042 301.950 .000

TEMPERATURA

Error 19512.833 20 975.642

Total 4515677.000 24

Total corregida 1905375.958 23

a. R cuadrado = .990 (R cuadrado corregida = .988)
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Tabla No.14

Prueba de comparaciones multiples Tukey TO
Para las interacciones de empaque y temperatura.

DHS de Tukey™”

Subconjunto
INTERACCION N 1 2 3 4
VACIO 5C 6 84.67
VACIO 25C 6 142.00
GRANEL 5C 6 296.00
GRANEL 25C 6 796.50
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestras las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos basadas en las medias
observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 975.642.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6.000

b. Alfa = .05.



Tabla No.15
Analisis Estadistico T1

Factores: Empaque y temperatura

Tiempo de almacenamiento T1

Factores Etiqueta del
valor N
EMPAQUE 1 VACIO 12
2 GRANEL 12
TEMPERATURA 5 50C 12
25 25°C 12
Tabla No.16

Estadisticos Descriptivos
Media y desviacion st en UFC/g

Variable dependiente: T1

Desviacion tipica

EMPAQUE TEMPERATURA Media N
VACIO 50 C 197.67 5.279 6
25°C 229.33 6.532 6
Total 213.50 17.480 12
GRANEL 5°C 618.00 11.524 6
25°C 1206.50 56.973 6
Total 912.25 309.823 12
Total 50C 407.83 219.678 12
25°C 717.92 511.771 12

Total 562.88 416.443 24
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T1

Tabla No.17

Andlisis de varianza en UFC/g

Tomando las interacciones empaque y temperatura
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Suma de
Origen cuadrados tipo Il gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 3971514.458% 3 1323838.153| 1535.226 .000
Interseccion 7603878.375 1 7603878.375| 8818.050 .000
EMPAQUE 2929509.375 1 2929509.375| 3397.288 .000
TEMPERATURA 576910.042 1 576910.042 669.030 .000
EMPAQUE * 465095.042 1 465095.042 539.360 .000
TEMPERATURA
Error 17246.167 20 862.308
Total 11592639.000 24
Total corregida 3988760.625 23

a. R cuadrado = .996 (R cuadrado corregida = .995)
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Tabla No. 18
Prueba de comparaciones multiples Tukey T1
Para las interacciones de empaque y temperatura.

DHS de Tukey®”

Subconjunto
INTERACCION N 1 2 3
VACIO 5C 6 197.67
VACIO 25C 6 229.33
GRANEL 5C 6 618.00
GRANEL 25C 6 1206.50
Sig. 273 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos
Basadas en las medias observadas
El término de error es la media cuadratica (Error) = 862.308

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 6.000

b. Alfa=.05



Tabla No.19
Analisis Estadistico T2

Factores: Empaque y temperatura

Tiempo de almacenamiento T2

Factores Etiqueta del
valor N
EMPAQUE 1 VACIO 12
GRANEL 12
TEMPERATURA 5 50C 12
25 25°C 12
Tabla No. 20

Estadisticos Descriptivos
Media y desviacion set en UFC/g

Variable dependiente:T2

Desviacion
EMPAQUE TEMPERATURA Media tipica N
VACIO 50C 337.33 34.279 6
25°C 525.00 53.584 6
Total 431.17 106.978 12
GRANEL 5°0C 639.17 68.974 6
25°C 1475.00 83.439 6
Total 1057.08 442.560 12
Total 50C 488.25 165.961 12
25°C 1000.00 500.606 12
Total 744.12 448.716 24
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Tomando las interacciones empaque y temperatura

Tabla No.21
Andlisis de varianza en UFC/g

T2

Suma de Media
Origen cuadrados tipo llI gol cuadratica F Sig.
Modelo corregido 4552138.458% 3 1517379.486 384.984 .000
Interseccion 13289328.375 1] 13289328.375| 3371.721 .000
EMPAQUE 2350630.042 1 2350630.042| 596.393 .000
TEMPERATURA 1571328.375 1 1571328.375 398.672 .000
EMPAQUE * 630180.042 1 630180.042 159.887 .000
TEMPERATURA
Error 78828.167 20 3941.408
Total 17920295.000 24
Total corregida 4630966.625 23

a. R cuadrado = .983 (R cuadrado corregida = .980)
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Tabla No. 22
Prueba de comparaciones multiples Tukey T2
Para las interacciones de empaque y temperatura.

DHS de Tukey*"T2

Subconjunto
INTERACCION N 1 2 3 4
VACIO 5C 6 337.33
VACIO 25C 6 525.00
GRANEL 5C 6 639.17
GRANEL 25C 6 1475.00
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos. Basadas en las medias
observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 3941.408.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6.000

b. Alfa = .05.



Tabla No. 23
Analisis Estadistico T4

Factores: Empaque y temperatura

Tiempo de almacenamiento T4

Variable dependiente:T4

Etiqueta del valor
INTERACCION 1.00 VACIO 5C
2.00 GRANEL 5C
3.00 VACIO 25C
4.00 GRANEL 25C
Tabla No. 24

Estadisticos Descriptivos
Media y desviacion set en UFC/g

INTERACCION Media Desviacion tipica

VACIO 5C 550.67 48.173 6
GRANEL 5C 819.17 45.797 6
VACIO 25C 737.50 61.880 6
GRANEL 25C 2085.83 49.386 6
Total 1048.29 621.803 24
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Tabla No.25

Andlisis de varianza en UFC/g

Tomando las interacciones empaque y temperatura

Variable dependiente: T4

115

Suma de

cuadrados tipo Media
Origen I gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 8839278.458° 3 2946426.153 1102.900 .000
Interseccion 26373970.042 1| 26373970.042 9872.253 .000
EMPAQUE 3921225.042 1 3921225.042 1467.785 .000
TEMPERATURA 3168993.375 1 3168993.375 1186.211 .000
EMPAQUE * 1749060.042 1 1749060.042 654.705 .000
TEMPERATURA
Error 53430.500 20 2671.525
Total 35266679.000 24
Total corregida 8892708.958 23

a. R cuadrado = .994 (R cuadrado corregida = .993)



DHS de Tukey*"T4

Tabla No. 26

Prueba de comparaciones multiples Tukey T4
Para las interacciones de empaque y temperatura.

116

Subconjunto

INTERACCION 1 2

VACIO 5C 550.67

VACIO 25C 737.50

GRANEL 5C 819.17

GRANEL 25C 2085.83
Sig. 1.000 .057 1.000

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
homogéneos Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 2671.525.

Usa el tamafio muestral de la media armonica = 6.000

b. Alfa = .05.
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Resultados analiticos
Tabla N° 27

Crecimiento obtenido en salchicha empacada a vacio y almacenada a 5°C

Concentracion
del inéculo To T1 T2 T4 T8 T16 T32
Dil 10°UFC/mL | UFC/g | UFC/g | UFC/g | UFC/g | UFC/g | UFC/g UFC/g

99 89 196 360 472 354 200 69
105 80 197 354 531 413 196 68
96 79 189 336 590 472 188 65
102 85 200 380 590 413 208 62
103 88 199 299 531 472 220 73
97 87 205 295 590 354 216 75
x 100.33 84.67 |197.67|337.33 [ 550.67 | 413 | 204.67 | 68.67
Tabla N° 28

Crecimiento obtenido en salchicha empacada a vacio y almacenada en 25°C

Resultados UFC/g Vacio 25°C
TO T1 T2 T4
140 220 513 708
135 232 590 826
148 236 472 767
139 228 513 767
146 224 590 708
144 236 472 649
X 142 229.3 525 737.5
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Tabla N° 29

Crecimiento obtenido en salchicha empacada a granel y almacenada a 5°C

Resultados UFC/g Granel5°C
T0 T1 T2 T4 T8
300 620 649 767 1298
288 612 590 826 1416
296 632 708 767 1239
304 600 708 826 1357
292 616 649 844 1298
296 628 531 885 1239
SZ 296 618 639.2 819.2 1307.8
Tabla N° 30

Crecimiento obtenido en salchicha empacada a vacio y almacenada a 25°C

Resultados UFC/g Granel25°C
TO T1 T2 T4
767 1180 1475 2065
826 1280 1416 2065
885 1239 1534 2124
826 1121 1475 2006
767 1180 1357 2131
708 1239 1593 2124
SE 796.5 1206.5 1475 2085.8
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Tabla No. 31
Resultados Humedad y pH
| Resultados Humedad y pHdurante el almacenamiento

Tiempo Granel 25°C Vado25°C Granel 5°C Vado5°C
PH Humedad pH Humedad pH Humedad pH Humedad

T0 663 67.52 6.58 6040 669 6304 687 6874
T1 593 67.30 6.59 6355 6.47) 66.79 6.82 6853
T 54 6838 6.11 67.95 680 67.23 683 6807
T4 510 0.0 52 66.33 6.5/ 6313 679 67.47
8 455 70.68 49 66.15
Ti6 48 6.5
iE% 475 65.05




Figura No.17- Preparacion de Diluciones de In6culo Listeria
monocytogenes

Cepa de Referencia ATCC Listeria monocytogenes 13932
v

Cepa df Reserva

Cepa de Trabajo

10 mL 10 mL 10 mL10 mL 10 mL

90 ml 90 ml 90 ml 90 ml 90 ml 90 ml 90 ml
de diluyente de diluyente de diluyente de diluyente de diluyente de diluyente de diluyente

Dilucion 10° Dilucion 10 pilucion 107 Dilucion 10 Dilucion 10 Dilucion10®  Dilucion10®

S )

Inocular 1ml a cada salchicha

120

Identificar cada paquete Sellar las de vacio

Colocar en hieleras para transportarlas a temperatura de 5°C + 0.5°C al laboratorio
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Figura No.18 - Procedimiento Metodologia Tradicional B.A.M On line

> Incubd a

/ 30°C 24 h

Se pes6 50g / agrego 450ml Homogenizé 2min
Caldo Bufferado de LM (BLED)

Se sembro6 por extendido 1mL del enriquecimiento en superficie en placas de agar Oxford y

v

Cromogénico.

Se Incubaron las placas a 35°C por 24h

v

Se observaron y contaron las colonias. Tablas No. 27,28,29 y 30)

/ N\

Colonias en agar Oxford  Colonias en agar Cromogénico
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De las colonias desarrolladas en las placas de agar Oxford y agar Cromogénico

Se sembré por estrias en agar Tryticasa Soya Yy se incub6 a 35°C/24h

Se observaron las colonias con el sistema Henry

A Fuente de Luz Blanca

ESPEJO

Las colonias se observaron con color azul tornasol por efecto de la luz reflejada
en el fondo de la placa. De estas colonias se realizaron las pruebas bioquimicas
API (fig. 22), fermentacion de azucar (fig. 20), prueba de hemdlisis (cuadro
N°6), movilidad (fig. 21 y CAM test (fig23)
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Cuadro No. 4

Lista de verificacion de los Aspectos Sanitarios Generales de los

Establecimientos Alimentarios

Calificacion
o Aspectos a verificar Puntaje Observaciones de Primera
Maximo | neneccior|  R° Inspeccioén
inspeccion
1 1 2
1 UBICACIONY ALREDEDORES 2
Situado en_zonas o lugares no expuestos a .
1.1 | contaminacion. Distancia de fuentes de 1 Si
contaminacién cumple norma.
Alrededores y &reas exteriores estan limpios, Existen areas descubiertas
1.2 | libres de maleza, estancamiento de agua, 1 No por el cual puede entrar
promontorios de basura y polvo. polvo.
2 INSTALACIONES FISICA 2
- " eaR " Local pequefio pero el equipo
Tamafio, construccion y disefio del local facilita ; < ¢
2.1 | g0 mantenimiento y opéraciones sanitarias. 1 Si ggbae%%pglesrtgc%ggnea de
Area de preparacion y almacenamiento de
alimentos, con barreras efectivas para impedir No %?&%1%2%%“5?&%2 para
2.2 | ingreso. de plagas, vectores y otros 1 cocimiento tiene malla ciclén
contaminantes como polvo. :
3 PISOS 2
De . materiales adecuados para evitar ) ) ) .
3.1 | contaminacion de alimentos. Facilitan procesos 1 Si Piso afinado y facil de lavar
de limpieza y sanitizacion. Sin dafios ni grietas.
DesagUesdpermiten evacuacion rapida del agua . Los desaglies protegidos con
3.2 | en &reas de preparacion de alimentos, y estan 1 Si redlllas y con inclinacion
protegidos para impedir ingreso de plagas. adecuada.
4 PAREDESY TECHOS 4
Techos en buen estado. Adecuado ; ;
mantenimiento. No acumulan suciedad e impide No sPéo(\)/ésstgr\c/ig %glr?c';fgsd% e
4.1 | ingreso de plagas y vectores. Sin filtracion de 1 oteras
agua, goteras ni desprendimiento de particulas. 9 :
4.0 | Paredes interas lisas, faciles de lavar, de color 1 Si iene paredes lisas pero hay
4 | claro y no absorben humedad. una parte que se encontro
En casos se cuente con cielo falso, se mantieng .
4.3 | en buen estado y limpios (incluye espacio entre 1 No Sgtgrbasservo manchado de
encielado con el plafén o techo). a
5 VENTANAS Y PUERTAS 3
En areas de preparacion y almacenamiento de
alimentos las ventanas y otras aberturas de )
5.1 | ventilacion protegen de forma efectiva contra 2 Si
' ingreso de plagas. Si emplea cedazo, son de
facil desmontaje para su limpieza.
Repisas de ventanas de tamafio minimo y con
5.2 | declive para evitar acumulacion de polvo’y no 1 gso Z%igbcseirr\é%rgn ventanas
se usa para almacenar objetos. p :
6 | ILUMINACION Y VENTILACION 6
’_,a iIuminaci%n cgmple con los e%tipulad%s. L(ejls
amparas ubicadas en areas de recibo de P <
6.1 | materia prima, almacenamiento, preparacion y 1 No Ic_gls anrgg]arlas estan
' manejo de los alimentos, estan protegidas 9 :
contra roturas.
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6.2

Instalaciones  eléctricas ~ empotradas 0
recubiertas por cafios aislantes. No presencia
de cables colgantes en zona de preparacion de
alimentos.

No

Se observaron conexiones
externas.

6.3

Sistema efectivo de ventilacion natural o
artificial (no aplica para panaderia artesanal).

Si

Con aire acondicionado, pero
no cuenta con extractores.

6.4

Equipos artificiales para ventilacion (lextractores
de aire, aire acondicionado, ventiladores vy
otros), en buen estado y limpios. Reciben
mantenimiento.

Si

CANTIDAD Y CALIDAD DEL AGUA

7.1

Dispone de agua potable en todas las éareas
requeridas.

Si

Se mostraron los andlisis de
laboratorio para el agua.

7.2

Instalaciones apropiadas para almacenamiento
y distribucion.  Cisterna o tanque de agua
protegido. Se lava Y desinfecta cada seis
meses. Se observa limpio por dentro y por
fuera. Esta incluido en programa de limpieza y
desinfeccion.

Si

Se mostraron procedimientos
de sanitizacion que se
\verifica.

7.3

Lectura de cloro residual segin normativa (0.3 |
1.1 mgl/l).

Se mostraron registros de
lectura de cloro.

7.4

Cuando se cuente con filtros u otras alternativas
para el tratamiento del agua, el responsable
presenta registro de limpieza y mantenimiento
de las alternativas

Si

Los filtros funcionando
adecuadamente.

SISTEMA DE DESAGUE, MANEJO Y
DISPOSICION DE DESECHOS LIQUIDOS Y
SOLIDOS

8.1

Conectado al alcantarillado, o con sistema de
tratamiento de aguas negras y servidas.

Si

Se recoge las aguas
residuales y se les da
tratamiento

8.2

Sistema de desagie, drenajes, tuberias de
aguas negras Yy servidas, en buen estado y
funcionando adecuadamente, sin riesgo de
contaminar agua potable.

8.3

Sistemas de desagUeTy drenajes_protegidos con
rejillas y cedazo. Tapones tipo sifén que
impiden el ingreso de vectores.

Si

8.4

Trampa de grasa instalada, en buen estado y
uso apropiado. Se da mantenimiento en la
frecuencia necesaria (Aplica si el
establecimiento descarga residuos grasos
segln tipos y cantidad de alimentos que
elabora).

No

No se observé.

DESECHOS SOLIDOS

9.1

Basureros activados por pedal, suficientes en

numero y ubicacion, con tapadera ajustada, de

superficie lisa, faciles de lavar, con bolsa

Blastjca en su interior. Se lavan y desinfectan.
eposito temporal segun normativa.

Si

Si todos los basureros de
pedal y hay suficientes.

9.2

Depositos para desechos sdlidos ubicados en
zonas  externas _cuentan con tapadera
hermética. Se mantienen con bolsas plasticas y
cerradas.

Si

9.3

Depositos generales de desechos sdlidos
ubicados lejos de area de preparacion y
almacenamiento  de alimentos. Se mantiene
limpio, sin lixiviados. Basura se coloca en
recipientes cerrados o0 bolsas plasticas
anudadas.

Si

ITodos los basureros se
lencontraron con tapadera.

9.4

Disposicion final de desechos s6lidos adecuada
segln norma.

Si

10

INSTALACIONES SANITARIAS

10.1

Cuenta con servicios sanitarios para
trabajadores fuera del area de procesamiento,
separados por sexo e identificados. Accesibles,
ventilados e iluminados, de facil lavado, en
buen estado, limpios y no se emplea como

bodega.
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10.2

Area de procesamiento de alimentos cuenta
con lavamanos, limpio y con abastecimiento de
agua. Provisto de jabon liquido sin aroma,
toallas de papel o secadores de aire y rotulos
que indiquen al trabajador el lavado de manos.

Si

Se encontré pegado a la
ared el procedimiento para
avado de manos.

10.3

Cuenta con servicio sanitario separado por
sexo, con lavamanos en buen estado y limpio.
Dotado de jabdn liquido sin aroma, toallas
desechables o secadores de aire. No aplica
a  establecimientos  alimentarios  que
funcionen de forma exclusiva como salas de
venta de productos terminados, con capacidad
de atencion para _menos de 25 clientes, los
cuales deben disponer de lavamanos con
agua y jabon liquido sin aroma.

Si

10.4

Ndmero de inodoros, y urinarios acorde con
norma.

No

No hay suficientes

11

LIMPIEZA Y DESINFECCION

111

Cuenta con programa de limpieza y
desinfeccion, y ~ registros  diarios  de
cumplimiento.

Si

Se mostraron los SSOP
establecidos para las
distintas areas y sus registros
diarios.

11.2

Refrigeradoras, freidoras, hornos, planchas y
otros, se mueven para facilitar operaciones de
limpieza.

Si

11.3

Platos, tazas, cubiertos se lavan y desinfectar
segln norma.

Si

Se observaron los procesos
para cuchillos.

11.4

Se observa adecuadas condiciones_de limpieza
y desinfeccion en todas las superficies, puertas,
ventanas, techos, carcasas, charolas, rejillas,
repisas, equipos y todas las areas.

Si

11.5

Productos de limpieza y desinfeccion son
adecuados para el uso ‘en establecimientos
alimentarios. Se emplean de acuerdo a
especificaciones y estan etiquetados.

Si estan etiquetados. No se
usan desinfectantes »
apropiados. (Se le concedio
un punto menos).

12

DISENO DE EQUIPOY UTENSILIOS

12.1

Materiales de equipos y utensilios no son
corrosivos ni generan riesgo de contaminacion
de los alimenfos. No emplean madera u otros
materiales absorbentes.

Si

Los equipos son de acero
inoxidables incluyendo
mesas de trabajo.

12.2

Equipo fijo es accesible para su operacion ?/
mantenimiento. Permite 'una limpieza fécil,
efectiva y segura.

Si

Se encuentran dispuestos en
I|neady con separacion de la
pared.

12.3

Utensilios se guardan adecuadamente en
muebles que no permiten el ingreso de insectos
y roedores.

No

12.4

Tablas para picar, son de acrilico o polietileno,
sin hendiduras y se emplean de forma
especifica segln tipo de producto. Se lavan y
desinfectan después de cada uso.

No

12.5

Mantas para limpiar mesas y otras superficies
estan limpias.

No

No se observé.

13

CONTROLDE INSECTOS Y ROEDORES

13.1

Presentan programa de control de prevencion de
plagas.

Si

Si se evidencio el programa.

13.2

Servicios de control de plagas, prestados por
empresa avalada por autoridad competente. El
encargado del = establecimiento = presenta
documentacion respectiva. En caso _no
subcontrate a empresa, presenta hojas técnicas
de los productos y se emplean conforme a lo
descrito en hojas técnicas. Son adecuadas para
el uso en establecimientos alimentarios.

Si

Cuenta con un contrato anual
con empresa que presta
estos servicios especificos a
la industria del alimento.

13.3

Métodos de control de plagas (fisicas/quimicas)

son efectivas.
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No emplean cebos para roedores en areas de
preparacion de alimentos. Se protegen a los

Explicaron que no se procesa

13.4 | alimentos antes y después de aplicar 2 Si ggﬁci%%gay que realizar esta
plaguicidas. :
No se observan equipos ni objetos inservibles o )
13.5 | en desuso, que puedan ser un riesgo para la 1 Si
cria y proliferacion de insectos y roedores.
14 HIGIENE DEL PERSONAL Y REQUISITOS 20
SANITARIOS
Mdanipu_ladores de aIimentods Ihan recibido
educacion sanitaria, a través de los cursos que ;
se imparten |g)or los establecimientos de saludo si Fég ggcgﬂf{gé?onnéigé{sf{,%s de
14.1 | cuenta con Programa de Capacitacion en BPM 2 em Ie%dos
que ha sido avalado por el MINSAL, impartido p :
por una entidad especializada en el area.
El propietario de la empresa o_establecimiento ;
alimentario tiene copia u originales de los _ ggg Ts:r%?gﬁgggacrgﬁ\ggdde
resultados de laboratorio y las Si gurar gacy
142} recomendaciones médicas dé los 2 manifestd que se explican en
manipuladores de alimentos. reuniones.
No se observan manipuladores con sintomas ] EXxplicaron que siun
14.3 | segin lo que dicta el Art.61 de la presente 2 Si trabajador esta con gripe o
norma. diarréa no labora en
Existen las condiciones y exigencias para que
los manipuladores se lavén las manos frecuente , S%ggg%?e%?g gé lavados de
14.4 Y minuciosamente, con agua potable y jabon 2 Si %anos Los lavabos son de
: iquido sin aroma. Se observa que el personal edal.
practica el lavado de manos segun norma. P :
Los manipuladores de alimentos usan uniforme <
completo: gorro o redecilla, gabacha o delantal . ggnol?r?i%\r/r%glc%%s?gtgl todos
14.5 | color claro,"zapatos cerrados adecuados al area 2 Si limpio v de color biancd
*~ | de trabajo. No usan vestidos, camisas o blusas botgs e hule blancas.
sin mangas. :
El personal que sirve los alimentos al cliente -
146 | usa gorro o redecilla, zapatos cerrados y 1 Si S%gltj)gteorvo un despacho de
uniforme con camisa de color claro. P :
Los manipuladores de alimentos no usan i
anillos, aretes, pulseras, relojes, adornos, u Si Se comprobd en el personal
14.7 Ptras joyas. Manltlenen las ufas recortadas, 1 que estaba laborando.
impias y sin esmalte.
No se observan manipuladores fumando,
Imgstlcte)llndoEchlcle, gscu ir, corrp%rl en I%s horas
aborables. Estornudar, toser, hablar o bostezar ; :
14.8 | sobre los alimentos. Rascarse, tocarse el 1 Si Personal bien entrenado
cabello y la cara, tocarse la nariz u oidos,
mientras’se encuentren manipulando alimentos.
Cuando se sirven alimentos se usan pinzas o . gggé%a%ggg&?géo Igrsonas
14.9 | guantes o se asigna a una persona exclusiva 2 Si ajenaspal de despa(‘:)ho de
para el cobro, cuando aplique. broducto.
Ropa de trabajo, incluyendo botas, se <
encuentran limpios. No se emplea ropa de No Sl%ggggig’r?ggrﬁgr}gl gede
14.10| trabajo (gabacha y botas), fuera de las areas de 2 Yabalo f del % p
procesamiento. JO Tuera del area.
No se mantienen articulos personales ni No contaban con armarios,
prendas de vestir, sobre equipo y utensilios o en Si pero no se encontro
14.11| areas de produccion. Cuentan con armarios 2 evidencia de articulos
habilitados para ello. personales dentro del area.
No se mantienen mascotas ni animales o
domésticos en el interior del establecimiento 1 Si No se observg ninguno
14.12| alimentario  (areas _ de procesamiento, dentro de las areas.
almacenamiento y manipulacion de alimentos).
CONSERVACION DE LAS MATERIAS
PRIMAS, EMPAQUES, MANEJO DE
15 | SUSTANCIAS QUIMICAS Y REGISTROS 8
SANITARIOS
Alimentos perecederos se conservan a : Se encontraron refrigerados
15.1 g 1 Si 2 4°C

temperaturas segun norma.
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Equipos refrigerantes no sobrepasan capacidac

152 4o carga. 1 Si
Se implementan el método Primeras Entradas .
15.3 | Primeras Salidas. No hay productos ni materias 2 Si
primas vencidas ni deterioradas.
Productos quimicos y plaguicidas almacenados
en lugares seguros, con _llave, lejos de las S
15.4 | materias primas, en recipientes cerrados Yy 2
debidamente etiquetados.
i ; : Se mostraron evidencias que
Productos envasados _y aditivos alimentarios ;
15.5 : o ' 1 Si son de proveedores
cuentan con Registro Sanitario. reconocidos.
Empaques y envases para el producto final, = P
15.6 | protegidos de contaminacion, y almacenados en 1 No Ei%%egglggg%%q?e%ﬁg esta
condiciones higiénicas. :
Total PMA | 100
Total SPO
Total PN/A

CALIFICACION SANITARIA ASPECTOS SANITARIOS GENERALES

Férmula Calificacién obtenida:

ISPO

XH——
PMA-PN/A

Formula Calificacién obtenida:

SPO x 100
PMA-PN/A

Donde SPO: suma de puntos obtenidos
PMA: puntaje maximo asignado
PN/A: puntos que no aplican

Cuando el aspecto a evaluar exigido por la norma no sea necesario (Escribir N/A en el interior
de la casilla de la tabla de calificacién).

Tomado del Diario Oficial Tomo N0.398 — Ministerio de Salud — Ramo de Salud — Acuerdo

N0.150 S.S. 1 de febrero de 2013 — Pagina #36
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Figura No. 19 - Proceso de elaboracion de Salchicha

Recepcion de materia prima.
(Carne e Insumos)

\ 4 v

A) Corte y pesado de carne. B) Pesado de insumos.

A4

Moler los ingredientes.

\4

Mezclado de ingredientes: pasta
de carne y demas aditivos.

A 4

Proceso de embutido.

A,

Amarrado de los embutidos.

A 4

Precoccién de embutidos a
70° C.

A\ 4

Enfriamiento en agua
con hielo

4

Almacenamiento en camara
refrigerante

\ 4

Venta directa y distribucién al
cliente.




Diferenciacion y Caracteristicas de las Especies del Género Listeria

Cuadro No. 5

Coloracion Gram (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Prueba de catalasa (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Movilidad en paraguas (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Produccion de acido a
partir de :
Glucosa (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Manitol (=) (=) (=) (=) (=) (+)
D — Xilosa (-) (-) (+) (+) (+) ()
L-Ramnosa (+) (+-)a () (+-)a () ()
Maltosa (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Hidrolisis de esculina (+) (+) (+) (+) (+) (+)
) Hemolisis (+)b (=) (+) () (#)c | ()
Prueba de CAMP
(Staphylococcusaureus (+)d (=) (+) ) () )
Prueba de CAMP
(Rhodococcusequi) (=) (=) (=) (=) (+) )

Fuente: Seeliger and Jones.Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology. 1986

Perez Alarcon 2013
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Cuadro No.6 — Reacciones Hemolisis especies de Listeria

Interacciones Hemoliticas

Especies Staphylococcus | Rhodococcus
aureus(S) equi (R)
1- Listeria seeligeri + -
2- Listeria ivanovii - +

3- Listeria innocua - -

4- Listeria welshimeri - R

5-Listeria monocytogenes + - (?)

(?) Raras cepas son S+ y R+, pero la reaccion de R+ es mucho menos pronunciada que la de
Listeria ivanovii.

Listeria monocytogenes produce una ligera zona clara alrededor de la punzada.

V‘




Cuadro No.7 — Reacciones diferenciales de especies de Listeria

Hemolisis | Reduccién de Produccion de acido de
(a) ;
Especie (Beta) Nitratos Manitol Ramnosa Xilosa

+ - - + -

L. monocytogenes
L. Ivanovo + - - - +
L. innocua - - - v ® -
L. welshemeri - - - v ® +
L. beligera + - - - +
L. grayi® - v + Vv -

@pynzada en sangre de oveja E grayi reduccién de nitratos, variables a
ramnos a L murrayi. (b) V, Variable

131
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Cuadro No. 8 — Norma Salvadoreiia 67.02.13:98 Carnes y Productos
Céarnicos Embutidos.

Recuento . - isteri
Total Ssgl:‘: Stapcrxlsoco Escherichia coli Coliformes Totales Listeria
Producto aer dbico Clostridium M onocyto-
32°C SHe AUreus | herfringens | UFC/g | NMP/g | UFC/g | NMPlg | 9enes
Precocido listo 1x10° | Ausente 10 UFCH 10 UFClg
para comer UFC/g méx 9 10 méx. | 0.4méx. | 100 max. | 15 méx. | Ausencial/g
(mortadela) méx. en 259 : max.
Precocido
normalmente
requiere 1x10° | Ausente 10 UFC/
. s
cocimiento antes UFClg 10UFClg 10 méx. | 0.4méx. | 100 méx. | 15méx. | Ausencia/g
de ser consumido Méx. en 25g max. max.
( salchichasy hot
dog)
Crudo, requiere
cocimiento antes .
de ser consumido 1x10 Ausente | 100 ypcyg | 100 UFC/g 100 ) 1000 150 .
UFClg . . 15 max. . . Ausencia/g
( longaniza, max. en 10g max. max. max. max. max.
salchichade
desayuno)
Curados, pueden
ser ingeridos sin .
coccion adicional 1x10 Ausente | 10 yEc/g 10 UFC/g
UFC/g . 10 méx. | 0.4méx. | 100 max. | 15 méx. | Ausencial/g
( chorizo max. en 259 max. max.
extremefio, salami
Italiano)




Figura No. 20—-Fermentacién de Azlcares

Caldo base Purpura de Bromocresol Reaccibn positiva de fermentacion
Suplementado con AzUcar. de azlcares
Ramnosa, Manitol, Xylosa

Fermentacion de azUcares:
Xilosa, Rhamnosa y Manitol
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Figura No. 21 — Movilidad (sombrilla)

Crecimiento de Listeria monocytogenes en MEDIO SIM
(Sulfuro-Indol-Movilidad)

Se observa el crecimiento de la bacteria tipo paraguas de 3 a 5mm. La
movilidad es mas pronunciada a la T° ambiente que a 37°C y el cultivo movil
aparece como disco de crecimiento a unos 2mm x debajo de la superficie.
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Figura No. 22 — Lectura e interpretacion de la Galeria de API Listeria

|PIM] ESC eMAMN|DARL XYL RHA | MDG RIB G1P TAG PBHEM
(,_,-—q,.\ I 3 /-—-\ r 9 F 3

6 510 Listeria monocytogenes

Bionumero 6510 identificacion Listeria monocytogenes
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Figura No. 23 -CAM Test

Las lineas verticales representan los inoculos de Staphylococcus aureus (S) y
Rodococcus equi (R). Las lineas horizontales representan 5 cepas inoculadas,
de la siguiente forma 1) L.seeligeri, 2) L.ivanovii, 3)L.innocua, 4)L. welshimeri,
5) L. monocytogenes. Las lineas inclinadas indican de forma diagramatica la
localizacion de la region de hemolisis. Los cultivos estriados de forma horizontal

no deben tocar la linea vertical del cultivo estriado.
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Cuadro No.9 - Certificado de analisis de Cepas Patrones.

/\TCC _ Certificate of Analysis

ATCC NUMBER: 13932

ORGANISM:  Listeria monocytogenes
LOT: 3515166 EXPIRATION DATE:  2029-03
PRODUCT DESCRIPTION: Bacterial cells suspended in an appropriate cryoprotectant.
STORAGE: +2°C to +8°C for freeze-dried cultures

-20°C or lower for frozen cultures

Note: Do not store in freezers with a defrost cycle. This will expose the vials to increased temperatures.
-80°C or vapor-phase liquid nitrogen (-196°C) is preferred for long-term storage, more than one month,

QUALITY REQUIREMENTS:
After preservation, sample vials are opened and evaluated for the following attributes:

s  Gram stain and cell morphology

.
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e Purity
o Sample vials are opened and grown using non-selective media. Culture is examined
visually and by staining methods after at least 48 hours incubation.

s Viability
o Sample vials are opened and checked for growth with a concentration of >10" cfu/vial.

s Biochemical reactions
o Sample vials are opened and evaluated with a defined battery of biochemical tests.

¢ Additional tests including rapid identification schemes and biomolecular analyses may be
performed.

All results passed ATCC specifications.

Date:  March 16, 2004 .
Director of Collecion

ATCC hereby represents and warrants that the material provided under this certificate has been subjected to the tests and procedures specified and that
the results deseribed, along with any other data provided in this certificate, are true and correct to the best of ATCC's knowledge and belief.

© ATCC, 2003. All rights reserved.
ATCC® is a registered trademark of the American Type Culture Collection.
This product is intended for laboratory research purposes only. [t is not intended for use in humans.

i il

American Type Culture Collection 800-638-6597 or 703-365-2700
P.0O. Box 1549 Fax: 703-365-2750
Manassas, VA 20108 USA E-mail: tech@atcc.org

www.atce.org Or contact your local distributor.
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Certificate of Analysis

ATCC 13932™ - Lot #3515166
BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS:

Catalase

Oxidase

Nitrate reduction

Aesculin

Urease

Gelatinase

Acid production from Purple broth Glucose
Acid production from Purple broth Ribose
Acid production from Purple broth Xylose
Acid production from Purple broth Mannitol
Acid production from Purple broth Maltose
Acid production from Purple broth Lactose
Acid production from Purple broth Sucrose
Acid production from Purple broth Glycogen

Positive
Negative
Negative
Positive
Negative
Negative
Positive
Negative
Negative
Negative
Positive
Positive
Negative
Negative

b

R S ———
American Type Culture Collection
P.O. Box-1549

Manassas, VA 20108 USA
WWw.atcc.org

L Lo g S e
800-638-6597 or 703-365-2700
Fax: 703-365-2750
E-mail: tech@atcc.org
Or contact your local distributor.
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Certificate of Analysis

ATCC

SR

ATCC® Number: 19119™

Lot Number: 58471070

Organism: Listeria ivanovii subsp. ivanovii

Description: Bacterial cells suspended in cryoprotectant

Storage: +2°C to +8°C for freeze-dried cultures
-20°C or lower for frozen cultures
Note: Do not store in freezers with a defrost cycle. This will expose the vials to
increased temperatures. -80°C or vapor-phase liquid nitrogen (-196°C) is preferred for
long-term storage, more than one month.

Test Specifications Results

Gram positive, non-motile, rods, in

/s approprisie singles/pairs/chains

Gram stain and cell morphology

Small, entire, glistening, circular, smoc

As appropriate
pProp translucent, low convex

Colony description

Sample vials are opened and inoculated onto non-

Purity selective media. Cullures are examined macroscopically Fass
and microscopically after at least 24 hours of incubation.
Viability Sample vials are opened and checked for growth. Pass
Sample vials are opened and evaluated with a defined
. i battery of biochemical and/or genetic tests which may
Phenotypicigenotypic testing include the use of automated instrumentation for Pass

microbial identification.

Note: Additional testing is performed as needed for strain authentication and confirmation of specific traits. Antibiotic
susceptibility testing is confirmed by CLSI (NCCLS) protocols as needed.

e @
AL L
Kim Ellis

Quality Control Manager; Quality, Compliance and Biosafety

AR
K S 21 May 2009
Date

ATCC hereby represents and warrants that the material provided under this certificate has been subjected to the tests and procedure
specified and that the results described, along with any other data provided in this certificate, are true and correct to the best of the
company's knowledge and belief.

This product is intended to be used for laboratory research use only. It is not intended for use in humans, animals, or for
diagnostics.

ATCC products may not be resold, modified for resale, used to provide commercial services, or to manufacture commercial

products without prior written agreement from ATCC.

The ATCC trademark and trade name and any and all ATCC catalog numbers are trademarks of the American Type Culture
Collection.

© 2009 ATCC. All rights reserved.
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P.O. Box 1549 Fax: 703-365-2750
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ATCC Catalog Number:  33090™

Organism: Listeria innocua
Lot number: 57765700
Product Description:  Bacterial cells suspended in cryoprotectant.

Storage: +2°C to +8°C for freeze-dried cultures
-20°C or lower for frozen cultures
Note: Do not store in freezers with a defrost cycle. This will expose the vials to increase
temperatures. -80°C or vapor-phase liquid nitrogen (-196°C) is preferred for long-term
storage, more than one month.

Quality Requirements:
After preservation, selected sample vials are opened and evaluated for the following attributes:

Test' Methods/Specifications Test Results
Gram stain and cell morphology | As appropriate Gram positive, motile rods.
Colony description As appropriate Circular, flat, entire, translucent.
Purity Sample vials are opened and
inoculated onto non-selective media. PASS

Culture is examined macroscopically
and microscopically after at least 24
hours of incubation for contamination.

Viability Sample vials are opened and checked

for growth. PASS
Phenotypic/Genotypic testing Sample vials are opened and evaluated

with a defined battery of biochemical PASS

and/or genetic tests which may include
the use of automated instrumentation
for microbial identification.
"Additional testing is performed as needed for strain authentication and confirmation of specific traits.
Antibiotic susceptibility testing is confirmed by CLSI (NCCLS) protocols as needed.

All results passed ATCC specifications,

R S L

ponl CEeS 22 January 2008
Kim Ellis Date
Quality Control Manager; Quality, Compliance and Biosafety

ATCC® hereby represents and warrants that the material provided under this certificate has been subjected to the tests and procedures
specified and that the results described, along with any other data provided in this certificate, are true and correct to the best of the
company’s knowledge and belief.
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ATCC® (American Type Culture Collection) 800-638-6597 or 703-365-2700

P.O. Box 1549 Fax: 703-365-2750
Manassas, VA 20108 USA E-mail: tech@atcc.org
www.atcc.org or contact your local distributor
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i AT,

ATCC products may not be resold, modified for resale, used to provide commercial services or to manufacture commercial product
without prior written agreement from ATCC.

The ATCC trademark and trade name and any and all ATCC catalog numbers are trademarks of the American Type Culture
Collection.

© ATCC, 2007. All rights reserved.
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ATCC® (American Type Culture Collection) B800-638-6597 or 703-365-2700
P.O. Box 1549 Fax: 703-365-2750
Manassas, VA 20108 USA E-mail: tech@atcc.org
www.atcc.org or contact your local distributor.
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ATCC NUMBER: 35967

ORGANISM:  Listeria seeligeri
LOT: 2652403 EXPIRATION DATE: 2029-03
PRODUCT DESCRIPTION:  Bacterial cells suspended in an appropriate cryoprotectant.
STORAGE: +2°C to +8°C for freeze-dried cultures

-20°C or lower for frozen cultures

Note: Do not store in freezers with a defrost cycle. This will expose the vials to increased temperatures.
-80°C or vapor-phase liquid nitrogen (-196°C) is preferred for long-term storage, more than one month.

QUALITY REQUIREMENTS:
After preservation, sample vials are opened and evaluated for the following attributes:

¢ Gram stain and cell morphology

¢ Colony characteristics, as appropriate

a  Purity
o Purity
o Sample vials are opened and grown using non-selective media. Culture is examined
visually and by staining methods after at least 48 hours incubation.
e Viability

o Sample vials are opened and checked for growth with a concentration of >10* cfu/vial.

e Biochemical reactions
o Sample vials are opened and evaluated with a defined battery of biochemical tests.

¢ Additional tests including rapid identification schemes and biomolecular analyses may be
performed.

All results passed ATCC specifications.

Date:  March 16, 2006

ATCC hereby represents and warrants that the material provided under this certificate has been subjected to the tests and procedures specified and that
the results described, along with any other data provided in this certificate, are true and correct to the best of ATCC's knowledge and belief.

©ATCC, 2004. All rights reserved.
ATCC® is a registered trademark of the American Type Culture Collection.
This produet is intended for laboratory research purposes only. [t is not intended for use in humans.

American Type Culture Collection 800-638-6597 or 703-365-2700
P.O. Box 1549 Fax: 703-365-2750
Manassas,-VA 20108 USA E-mail: tech@atce.org

www.atcc.org Or contact your local distributor.
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/\l CC  certificate of Analysis 25023™

e

ATCC Catalog Number:  25923™
Organism: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Lot number: 57941605 Expiration Date:  01/31/2013
Product Description:  Bacterial cells suspended in cryoprotectant.
Storage: +2°C to +8°C for freeze-dried cultures
-20°C or lower for frozen cultures
Note: Do not store in freezers with a defrost cycle. This will expose the vials to increased

temperatures. -80°C or vapor-phase liquid nitrogen (-196°C) is preferred for long-term
storage, more than one month.

Quality Requirements:
After preservation, selected sample vials are opened and evaluated for the following attributes:
Test' Methods/Specifications Test Results
Gram stain and cell morphology | As appropriate Gram positive, non-motile, cocci
Colony description As appropriate Small, white, opaque, mucoid,
round, domed, B-hemolytic

Purity Sample vials are opened and

inoculated onto non-selective media. PASS

Culture is examined macroscopically

and microscopically for contamination.
Viability Sample vials are opened and checked

for growth greater or equal to 10° 6x10

bacteria per mL.
Phenotypic/Genotypic testing Sample vials are opened and evaluated

with a defined battery of tests which PASS

may include the use of automated

instrumentation for microbial

identification.

TAdditional testing is performed as needed for strain authentication and confirmation of specific traits.
Antibiotic susceptibility testing is confirmed by CLSI (NCCLS) protocols as needed.

All results passed ATCC specifications.

P o I

fanl LIS 23 April 2008
Kim Ellis Date
Quality Control Manager; Quality, Compliance and Biosafety

ATCC® hereby represents and warrants that the material provided under this certificate has been subjected to the tests and procedures
specified and that the results described, along with any other data provided in this certificate, are true and correct to the hest of the
company’s knowledge and belief.
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ATCC® (American Type Culture Collection) 800-638-6597 or 703-365-2700
P.O. Box 1549 ) Fax: 703-365-2750
Manassas, VA 20108 USA E-mail: tech@atce.org
www.atcc.org or contact your local distributor.
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This product is for laboratory use only. It is not intended for use in humans, animals or for diagnostics.

ATCC products may not be resold, modified for resale, used to provide commercial services or to manufacture commercial product
without prior written agreement from ATCC. .

The ATCC trademark and trade name and any and all ATCC catalog numbers are trademarks of the American Type Culture
Collection.

© ATCC, 2008. All rights reserved.
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ATCC® (American Type Culture Collection) 800-638-6597 or 703-365-2700
P.O. Box 1549 Fax: 703-365-2750

Manassas, VA 20108 USA E-mail: tech@atcc.org
www atce.org or contact your local distributor.
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ATCC® Number: 6939™

Lot Number: 59131134

Organism: Rhodococcus equi

Description: Bacterial cells suspended in cryoprotectant
Storage: +2°C to +8°C for freeze-dried cultures

-80°C or lower for frozen cultures
Note: Do not store in freezers with a defrost cycle. This will expose the vials to
increased temperatures.

R

Test

Specifications

Results

Gram stain and cell morphology

As appropriate

Gram positive, rods, in singles and "V
formations, some are very short like co

Colony description

As appropriate

Two colony types observed:
1) mucoid, opaque, glistening, flat

2) mucoid, opaque, glistening, entire,

convex

Sample vials are opened and inoculated onto non-

Purity selective media. Cultures are examined macroscopically Pass
and microscopically after at least 24 hours of incubation.
Viability Sample vials are opened and checked for growth. Pass
Sample vials are opened and evaluated with a defined
Phenotypic/genotypic testing battery of biochemical and/or genetic tests which may Pass

include the use of automated instrumentation for
microbial identification.

Note: Additional testing is performed as needed for strain authentication and confirmation of specific traits. Antibiotic
susceptibility testing is confirmed by CLSI (NCCLS) protocols as needed.

Kim Ellis

Digitally signed by Kim Ellis

DN: en=Kim Ellis, 0=ATEE. ou=0 Manager - Quality, Compliance and Basafety, email=kells@atee arg, c=Us

Diate: 2010.04.26 15:58:09 D400

Quality Control Manager; Quality, Compliance and Biosafety

ATCC hereby represents and warrants that the material provided under this certificate has been subjected to the tests and procedure:
specified and that the results described, along with any other data provided in this certificate, are true and correct to the best of the

company’s knowledge and belief.

This product is intended to be used for laboratory research use only. Itis not intended for use in humans, animals, or for

diagnostics.

ATCC products may not be resold, modified for resale, used to provide commercial services, or to manufacture commercial
products without prior written agreement from ATCC.

The ATCC trademark and trade name and any and all ATCC catalog numbers are trademarks of the American Type Culture

Collection.

© 2010 ATCC. All rights reserved.

ATCC (American Type Culture Collection)

P.O. Box 1549
Manassas, VA 20108 USA
www.atce.org
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or contact your local distributor



